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RESUME
IMPLICATIONS DES GENES IMMUNS ET DES CELLULES IMMUNES DANS LE 
GLIOBLASTOME. 
Introduction : Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale primitive la plus fréquente et la 
plus grave de l’adulte. Des études épidémiologiques ont mis en évidence que les antécédents 
d’allergie sont un facteur protecteur, soulignant le possible impact de l’immunité sur le GBM. 
Plusieurs études transcriptomiques ont également mis en évidence des signatures immunes 
plus ou moins associées à la survie.
Matériel et méthodes : Pour clarifier ce lien et déterminer quels gènes immuns étaient les plus 
impliqués dans le GBM, nous avons étudié l’expression de 791 gènes immuns dans des 
échantillons de GBM et de cerveaux normaux. Les interactions entre les gènes immuns ont été 
étudiées par une analyse de co-expression. Nous avons ensuite recherché une association entre 
les gènes immuns et la survie selon 3 méthodes statistiques, avant d’établir un modèle de 
risque mathématique validé sur plusieurs jeux de données. Enfin, nous avons étudié les 
cellules immunes infiltrantes sur des échantillons de gliomes dont 73 GBM par cytométrie de 
flux.
Résultats : Un profil d’expression génique différent significativement entre le cerveau normal 
et le GBM a été établi de manière robuste, mais pas au sein des GBM. L’analyse de co-
expression a mis en évidence 6 modules dont 5 sont enrichis en gènes ayant un lien avec la 
survie. Cent huit gènes immuns ont une association significative avec la survie et un 
prédicteur de risque à 6 gènes immuns a permis de distinguer deux groupes de patients en 
fonction de leur survie, y compris chez les patients dont la tumeur a un promoteur MGMT
méthylé et dans le sous-groupe de GBM proneuraux. Enfin, nous avons mis en évidence, dans 
xiii
tous les échantillons de GBM analysés, une infiltration leucocytaire par des cellules 
macrophagiques/microgliales et parfois par des cellules lymphocytaires ou granulocytaires. 
L’infiltration de lymphocytes uniquement est associée significativement avec la survie dans 
notre cohorte.
Conclusion : Des gènes, impliqués dans diverses fonctions immunes, sont différentiellement 
exprimés entre le cerveau normal et le GBM et au sein des GBM. Un prédicteur à 6 gènes 
robuste a été établi, il sépare les patients en 2 groupes bas et haut risque y compris ceux ayant 
un bon pronostic. Nous avons enfin mis en évidence dans une série de GBM une infiltration 
de cellules immunes, dont une infiltration lymphocytaire associée positivement à la survie. 
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ABSTRACT
IMPLICATIONS OF IMMUNE-ASSOCIATED GENES AND IMMUNE CELLS IN 
GLIOBLASTOMA. 
Background: Glioblastoma is the most common and lethal primary brain tumor in adults. 
Epidemiological studies have revealed that a history of allergies is a protective factor, thereby 
underlining the likely impact of the immune system on GBM. A number of transcriptomic 
studies have also identified immune signatures more or less associated with patient survival.  
Methods: In order to clarify and identify which immune-associated (IA) genes were the most 
involved in GBM, we studied the expression of 791 immune genes in GBM and normal brains 
samples. Interactions between IA genes were studied through an analysis of co-expression 
network. We then searched for a link between IA genes and patient survival according to 3 
statistical methods, before defining a mathematical risk model based on different data sets. 
Finally, we studied the infiltrative immune population of 73 GBM by cytometry.  
Results: A significantly different profile of IA genes expression between healthy brains and 
GBM was consistently defined, but not among GBM. The analysis of co-expression network 
revealed 6 modules, 5 of which were enriched by genes associated with patient survival. 108 
IA genes have a significant association with patient survival and the 6-IA gene risk predictor 
allowed us to distinguish two groups of patients according to their survival, including patients 
whose tumor had a methylated MGMT gene promoter and in the subset of proneural GBM. 
Finally, in every analyzed GBM sample, we have shown that there was a leukocyte 
infiltration by macrophages/microglial cells and sometimes by lymphocytes or granulocytes. 
xv
Only the lymphocytes infiltration was significantly associated with the survival in our group 
of patients.  
Conclusion: IA genes that are involved in various immune functions are expressed 
differentially between healthy brains and GBM and amongst GBM. A robust 6-IA gene risk 
predictor was defined: it divides patients into two low and high risk groups, including those 
who have a good prognosis. Finally, we revealed an infiltration of immune cells in a series of 
GBM, only the lymphocytic infiltration was positively associated with patient survival.  
11. INTRODUCTION 
1.1 Prise en charge diagnostique et thérapeutique du GBM
1.1.1. Epidémiologie et facteurs de risque 
Le glioblastome multiforme (GBM) représente la tumeur cérébrale primitive la plus fréquente 
correspondant à 60-75 % des gliomes de haut grade (1-3). En France, l’incidence du GBM est 
d’environ 3 cas pour 100000 habitants (4), un peu moins de 3000 nouveaux cas sont ainsi 
enregistrés par an (5-7). Le pic de fréquence du GBM est d’environ 64 ans, mais le diagnostic 
peut être posé à tout âge. D’après le registre français, l’incidence du GBM augmente d’1% 
chaque année, elle est quasi-nulle chez l’enfant et augmente de manière linéaire jusqu’à 75 
ans avant de décroître (7;8). Cette augmentation peut être liée au vieillissement de la 
population mais aussi aux progrès de l’imagerie et des moyens diagnostiques. Leur accès est 
facilité depuis quelques années permettant l’obtention d’un diagnostic histologique et donc un 
enregistrement croissant du nombre de tumeurs cérébrales (6). Le sexe ratio est de 1,6 avec 
une prédominance masculine (9). 
Le GBM représente la tumeur cérébrale primitive la plus grave de l’adulte : le décès du 
patient survient dans les 3 mois environ après le diagnostic sans traitement; la résection 
chirurgicale allonge la survie des patients de 6 mois et la radiothérapie adjuvante de 9 mois 
(10). Les GBM peuvent correspondre à une évolution péjorative d’une tumeur de plus bas 
grade, ils sont dits secondaires contrairement aux GBM de novo. Ces GBM secondaires, 
représentant 10 % de l’ensemble des GBM, surviennent chez des sujets plus jeunes, avec une 
histoire naturelle plus longue et un meilleur pronostic (11). 
2Les tumeurs cérébrales, en général, ont probablement une origine multifactorielle avec 
quelques facteurs de risque établis et d’autres suspectés et/ou en cours d’études 
épidémiologiques. Rarement, dans moins de 5% des cas, il est retrouvé des formes familiales 
de gliomes notamment dans le cadre de syndromes génétiques prédisposant (12;13) : le 
syndrome de Li Fraumeni, le syndrome de Lynch avec des manifestations cérébrales 
(anciennement appelé syndrome de Turcot), la sclérose tubéreuse de Bourneville et la 
neurofibromatose de type I et II. 
L’antécédent de radiothérapie cérébrale, est un facteur de risque reconnu de tumeurs 
cérébrales (1), que ce soit une radiothérapie thérapeutique pour les teignes (14-16) ou en 
prophylaxie cérébrale pour une leucémie lymphoblastique (17-19). D’autres facteurs sont 
encore en cours d’études épidémiologiques avec une forte suspicion d’imputabilité comme 
l’exposition aux dérivés nitrés (20) et aux pesticides (21-23). D’autres études sont encore 
controversées notamment sur l’impact des champs magnétiques à basse fréquence (24-26) et 
de la téléphonie (27-31). 
A l’inverse certaines études ont mis en évidence des facteurs protecteurs des gliomes comme 
les hormones féminines (32) et certaines infections virales. En effet, une étude rapporte 
qu’une primo-infection au cytomégalovirus (CMV) dans la petite enfance pourrait être 
associée à un risque plus faible de GBM contrairement à une infection plus tardive dans 
l’enfance ou à l’âge adulte (33). Cependant une autre étude épidémiologique américaine 
n’observe pas d’association entre l’incidence du GBM et la prévalence de l’infection à CMV 
d’après les données de surveillance de l’organisme SEER (surveillance epidemiology and end 
results). En effet, la prévalence du CMV est plus faible chez l’homme caucasien alors que 
l’incidence du GBM est plus élevée que chez la femme et les hommes noirs et hispaniques 
(34). Cobbs et al.ont été les premiers à mettre en évidence l’antigène du CMV dans le GBM 
3(35). L’expression des protéines virales du CMV (IE1, pp65, et les antigènes tardifs) par 
immunohistochimie (IHC) a été retrouvée dans tous les 27 échantillons de gliomes malins, et 
dans aucun tissu cérébral normal ou dans des échantillons d’autres pathologies cérébrales. Les 
acides nucléiques du CMV ont été détectés dans la tumeur par hybridation in situ et par 
réaction de polymérisation en chaîne (polymerase chain reaction en anglais PCR) nichée. 
L’ADN viral du CMV a été détecté dans le sang de 80% de patients pris en charge pour un 
GBM, contrairement à une cohorte de 17 témoins dont 11 ayant un antécédent de CMV (36). 
Plus de 90% des GBM présentent dans cette étude une positivité des antigènes viraux pp65 et 
IE1 en IHC. Dans une autre étude, les 11 patients ayant un GBM positif pour le CMV en IHC 
présentent tous dans le sang des lymphocytes T spécifiques ciblant les antigènes pp65 et IE1 
(37). Après la première injection d’un vaccin à base de cellules dendritiques pulsées avec un 
lysat tumoral autologue, il a été observé une augmentation significative de lymphocytes 
dirigés contre pp65, suggérant la présence de cette protéine dans le lysat tumoral (38). 
Certains auteurs suggèrent que le CMV exprimé par les GBM pourrait constituer une cible 
thérapeutique (39;40). Deux autres études ont rapporté une bonne tolérance de l’ajout de 
valganciclovir, un traitement anti-CMV, au traitement standard d’un GBM. Cette étude 
rétrospective indique qu’un tel traitement pourrait allonger la survie des patients (41;42). 
Cependant une autre étude ne retrouve pas de CMV dans le sang, par analyse PCR après 
transcription inverse d’un acide ribonucléique (ARN) en acide désoxyribonucléique (ADN) 
complémentaire (RT-PCR pour reverse transcriptase PCR en anglais) chez 5 patients ayant un 
GBM et lors de l’analyse de cultures de sang périphérique (43). Des études complémentaires 
sont donc nécessaires pour évaluer l’impact du CMV dans l’incidence du GBM et dans la 
possibilité d’une nouvelle arme thérapeutique. D’autres infections virales ont également été 
étudiées : polyomavirus simian virus SV40, JC virus (JCV) dont l’incidence est plus élevée 
4chez patients atteints d’une tumeur cérébrale (44-46) et le virus de la varicelle et du zona dont 
l’incidence est plus faible (47). 
Enfin, il a été mis en évidence dans des études épidémiologiques une corrélation inverse entre 
les antécédents d’allergie et l’incidence des gliomes, ceci étant confirmé par la méta-analyse 
de Linos (48-54). En effet, l’asthme, l’eczéma et toutes autres formes d’allergie sont associés 
à un risque plus faible de gliome avec un risque relatif entre 0,5 et 0,7 avec un intervalle de 
confiance statistiquement significatif dans ces différentes études. L’association inverse entre 
les antécédents d’allergie et l’incidence des gliomes semblerait renforcée par la présence du 
polymorphisme en 9p21.3 codant pour le gène cycline dépendante kinase inhibiteur 2B et 2A 
(49). Cette région est notamment délétée dans certaines néoplasies dont les tumeurs cérébrales 
(55;56). Les réactions immunes excessives dues au phénomène allergique via les cellules B, T 
et les cytokines, pourraient interférer avec la croissance cellulaire tumorale (48;51). De plus, 
les patients traités pour un gliome auraient une survie plus longue si le taux 
d’immunoglobuline E (IgE) sanguine, témoin d’une réaction allergique, est élevé (57). Une 
autre étude a montré que le taux sérique de cluster de différenciation 14 (CD14) est plus élevé 
et le taux de CD23 plus bas chez des patients ayant un gliome comparé à des témoins (54). 
Ces taux ne sont pas modifiés par la chirurgie, ni par la radiothérapie ni par le témozolomide, 
ni par les corticoïdes. Le CD14 inhibe la prolifération de cellules T et le développement des 
cellules B (58). Le CD23 induit entre autres la synthèse d’IgE, la différenciation de cellules B 
et T (59). Cette étude est un autre témoin de l’interférence du système immun et notamment 
de la réponse innée et adaptive humorale dans la gliomagenèse. 
Ces différentes données sur les liens entre les infections virales, les allergies et les gliomes 
confortent l’idée d’une implication du système immun dans la gliomagenèse et dans la 
croissance tumorale. 
51.1.2. Diagnostic clinique, radiologique et histologique 
1.1.2.1. Diagnostic clinique 
Les circonstances de découverte d’une tumeur cérébrale sont multiples et variées, elles 
dépendent entre autres de sa localisation, de son type, de sa rapidité de croissance tumorale, 
des complications possibles, et du patient avec notamment l’importance de l’hémisphère 
dominant du patient (gaucher ou droitier) pour expliquer la symptomatologie clinique. Le 
GBM, comme les autres gliomes de haut grade, a une histoire de la maladie récente et parfois 
brutale. 
Les signes cliniques peuvent être aspécifiques (céphalées, trouble cognitif, crise convulsive 
d’emblée généralisée) ou évocateurs de complications (hypertension intracrânienne (HTIC), 
compression des voies d’écoulement du liquide céphalo-rachidien (LCR), engagement, 
hémorragie). Cependant des signes de focalisation (crise partielle, signes déficitaires) peuvent 
orienter vers la localisation tumorale.  
La sémiologie de l’HTIC associe des céphalées en casque surtout matinales, des nausées et 
des vomissements en jet, des troubles visuels (œdème papillaire, diplopie horizontale par 
paralysie du VIème nerf crânien : nerf abducens ou moteur oculaire externe), des troubles de 
vigilance et/ou des troubles des fonctions supérieures. L’hydrocéphalie aigüe peut être un 
signe lié à la compression brutale des voies d’écoulement du LCR par les tumeurs à 
croissance rapide comme le GBM. Cliniquement, des troubles de la marche sont associés à 
des troubles urinaires et cognitifs. De plus, le cerveau est compartimenté avec des structures 
rigides, comme la tente du cervelet et la faux du cerveau, et des structures fluides, comme le 
parenchyme cérébral. Sous l’effet de la compression de la tumeur, le parenchyme est 
« poussé » dans toutes les directions induisant un engagement ou une hernie du cerveau à 
travers des orifices. 
6La sémiologie déficitaire est dépendante de l’hémisphère dominant et du siège de la tumeur. 
Une lésion frontale postérieure induira une hémiplégie controlatérale, une lésion frontale 
antérieure créera un syndrome frontal qui peut associer une indifférence ou moria, à des 
troubles de l’attention, des troubles mnésiques, un phénomène de persévération et un 
grasping. Une lésion non seulement frontale mais fronto-calleuse entrainera une confusion, 
des troubles d’équilibre, et des troubles mnésiques antérogrades. Une lésion temporale gauche 
sera évoquée devant une aphasie de Wernicke associée à une paraphasie et/ou une 
hémianopsie latérale homonyme (HLH). Une lésion temporale droite sera mise en évidence 
souvent devant un tableau d’HTIC. Une lésion pariétale peut être mise en évidence devant une 
astéréognosie, une apraxie, des troubles du schéma corporel et/ou une HLH. Une lésion 
occipitale peut être diagnostiquée devant une HLH. Une lésion des noyaux gris centraux est à 
évoquer devant une hémiplégie par envahissement de la capsule interne et/ou un hémi-
syndrome sensitif. Une lésion de la fosse postérieure latéralisée, des hémisphères cérébelleux, 
engendrera des signes cérébelleux cinétiques et une lésion médiane du vermis des signes 
cérébelleux statiques plus ou moins associés à une atteinte des paires crâniennes. Une lésion 
de l’angle ponto-cérébelleux sera diagnostiquée devant des troubles auditifs, des troubles 
d’équilibre, une paralysie faciale et/ou une névralgie du trijumeau. 
L’épilepsie est inaugurale dans 30 % des cas de tumeur cérébrale avec des crises partielles ou 
généralisées. Elles peuvent être localisatrices grâce à leur variabilité clinique. Une lésion 
frontale engendrera une crise frontale paroxystique. Une lésion temporale dans l’hémisphère 
dominant amènera des troubles paroxystiques du langage voire une crise olfactive, 
psychomotrice ou auditive. Une lésion pariétale sera diagnostiquée devant une crise sensitive 
paroxystique paresthésique. Une lésion occipitale sera évoquée devant des hallucinations 
visuelles élémentaires. 
7Les métastases extranévratiques par voie hématogène sont rarissimes du fait de la barrière 
hémato-encéphalique (BHE) mise en évidence au XIXème siècle suite à la faible diffusion 
intracérébrale des substances injectées dans le sang et inversement ; la propagation tumorale 
est donc restreinte au niveau du parenchyme, des méninges et du LCR. 
1.1.2.2. Diagnostic radiologique 
Devant des troubles neurologiques, l’examen clinique est complété par un scanner cérébral 
sans injection pour confirmer le diagnostic de processus occupant l’espace. Une imagerie par 
résonnance magnétique (IRM) injectée avec du produit de contraste (Gadolinium) permet de 
caractériser la tumeur (localisation, prise de contraste, nécrose), mais aussi les conséquences 
(œdème périlésionnel, hémorragie, effet de masse sur la ligne médiane, sur les ventricules 
et/ou engagements). 
Majoritairement, le GBM se présente radiologiquement par une lésion hétérogène en 
hyposignal T1 et en hypersignal T2, avec une prise de contraste irrégulière hétérogène, 
correspondant à la partie infiltrante hypercellulaire de la tumeur, avec une zone de nécrose 
centrale, associées à un hypersignal Flair périphérique correspondant en partie à l’œdème 
périlésionnel plus ou moins associé aux cellules infiltrantes isolées autour de la lésion 
tumorale. Comme la lésion est expansive rapidement dans la voute crânienne inextensible, un 
effet de masse voire un engagement sont souvent retrouvés. Parfois, le GBM est multifocal, 
avec plusieurs lésions cérébrales ayant sensiblement les mêmes caractéristiques radiologiques.  
Cependant, 5 à 15 % des GBM n’ont aucun réhaussement après l’injection de gadolinium (ce 
qui est considéré comme le témoin d’une tumeur de haut grade) alors que 20 % des gliomes 
de bas grade ont une prise de contraste après l’injection de gadolinium (60). Un hypersignal 
est parfois visible avant l’injection de gadolinium en cas de saignement spontané.  
8Cette imagerie peut être complétée par une imagerie fonctionnelle multimodale avec des 
séquences de perfusion, de diffusion et/ou de spectroscopie, pour confirmer les différentes 
caractéristiques du GBM (tumeur hypervascularisée avec des signes de néoangiogenèse sur 
les séquences de perfusion, avec une hyperdensité cellulaire périphérique et hyperactive 
métaboliquement) et éliminer les diagnostics différentiels des tumeurs cérébrales. L’imagerie 
évocatrice de gliomes de haut grade est parfois trompeuse. En effet, des images en cocarde 
prenant le contraste en périphérie peuvent également correspondre à un abcès atypique. Cet 
abcès a un centre rempli de pus, visqueux, limitant la diffusion de l’eau libre. Le coefficient 
de diffusion apparent (ADC pour apparent diffusion coefficient en anglais) est bas au centre 
d’un abcès, contrairement à la nécrose tumorale des gliomes malins (61). La nécrose est peu 
cellulaire dans les gliomes de haut grade donc l’eau peut diffuser librement et l’ADC est 
élevé, alors qu’il est bas au niveau de la zone hypercellulaire en périphérie.  
La spectro-IRM a permis également d’éliminer certains diagnostics différentiels et de mieux 
comprendre le métabolisme cérébral. La choline reflète le turn-over membranaire, la créatine 
correspond à l’énergie cellulaire, le N-acétyl-L-aspartate (NAA) représente l’activité des 
neurones. Les lactates apparaissent en cas de métabolisme anaérobie donc d’ischémie, les 
lipides sont les témoins d’une rupture cellulaire donc de la présence de nécrose. En 
spectroscopie IRM, les tumeurs de haut grade ont des pics de NAA diminués, un rapport 
choline sur créatine supérieur à 2,  un rapport choline sur NAA supérieur à 2 et une apparition 
de pics de lactates et lipides. 
L’imagerie est nécessaire pour la prise en charge thérapeutique initiale, en cours de traitement 
et lors du suivi thérapeutique. L’IRM initiale de diagnostic devient en effet indispensable en 
cas de tumeur non résécable, pour cibler le trajet de biopsie stéréotaxique le plus optimal, en 
condition de neuro-navigation, pour obtenir un échantillonnage tumoral le plus significatif 
sans risque de séquelles. En effet le GBM est hétérogène, si une biopsie est retenue et non une 
9exérèse chirurgicale, il faudra que le neurochirurgien prélève la zone la plus représentative de 
la tumeur. Il faudra soit cibler la zone de haut grade, soit la zone la plus cellulaire ou la plus 
vascularisée sur l’IRM et non la nécrose qui n’est pas informative en anatomopathologie pour 
affirmer le diagnostic. Les progrès des appareils interactifs de neuro-navigation permettent 
maintenant de déterminer la position du scalpel du neurochirurgien en temps réel en le 
transposant virtuellement sur l’IRM pré-opératoire via un logiciel dédié. Le trajet le plus 
efficient et le moins risqué pour obtenir le diagnostic est donc ainsi défini en pré et en per-
opératoire (62). L’IRM initiale pré-opératoire peut également aider à guider le 
neurochirurgien quand la lésion est proche des zones potentiellement à risque de séquelles 
(aire motrice, aire de la parole…) grâce aux séquences fonctionnelles. Elles déterminent 
quelles zones sont réellement utilisées chez le patient pour le langage, la motricité… etc… 
Elles permettent de fixer les limites de l’exérèse en pré-opératoire pour diminuer ou éviter les 
risques de séquelles en post-opératoire. Comme les gliomes de bas grade où la chirurgie 
éveillée est utilisée par certaines équipes, son intérêt peut se discuter dans la prise en charge 
du GBM. De même, la chirurgie peut être également facilitée surtout en zone fonctionnelle 
par la résection fluoroguidée par de l’acide 5 aminolevulinique (5 ALA), en cours d’étude 
dans un soutien aux techniques innovantes et coûteuses (STIC) conduit par Professeur 
Guyotat de Lyon. Cependant, le GBM n’est pas une tumeur limitée comme les gliomes de bas 
grade, il s’agit d’une tumeur infiltrante avec des cellules isolées parfois à distance de la 
tumeur initiale (63). Cette aide à une chirurgie « limitée » en zone fonctionnelle n’est donc 
pas toujours applicable raisonnablement en cas de GBM. En effet, le challenge du 
neurochirurgien vis-à-vis du GBM est d’obtenir une exérèse si possible totale ou la plus large 
possible sans risque de séquelle, pour privilégier la qualité de vie. 
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L’IRM post-opératoire devient obligatoire dans les 24 heures, voire dans les 48 heures pour 
évaluer la qualité de l’exérèse chirurgicale (complète, sub-totale ou partielle). En effet, une 
IRM plus tardive ne permettra pas de distinguer une prise de contraste d’origine tumorale ou 
cicatricielle (64). L’évaluation de la qualité d’exérèse mise en évidence par l’IRM post-
opératoire est importante, des études ont non seulement mis en évidence un gain de survie en 
cas d’exérèse totale (65) mais la présence d’un reliquat tumoral doit aussi être prise en compte 
dans la définition des volumes d’irradiation.  
Le traitement adjuvant, notamment la radiothérapie, a besoin de l’IRM initiale pour la fusion 
avec les images de centrage pour permettre de mieux définir les différents volumes 
d’irradiation, que nous décrirons dans le paragraphe du traitement. Un essai de phase III est 
actuellement ouvert en France, qui évalue l’intérêt de rajouter un boost au traitement standard. 
Le volume d’irradiation dit standard (PTV1), qui correspond à la prise de contraste avec une 
marge de 2 cm, recevra la dose de 60 Grays (Gy). Les zones actives selon la spectro-IRM 
(PTV2) correspondant aux zones où le ratio Cho/NAA est supérieur à 2 avec une marge de 
0,7 mm et les zones de prise de contraste avec une marge de 3 mm recevront un boost de 2,4 
Gy par jour pour une dose cumulative de 72 Gy (NCT01507506).  
Une IRM est effectuée dans le mois qui suit la radio-chimiothérapie concomitante pour servir 
de référence pour l’évaluation de la réponse afin de ne pas confondre une progression et une 
pseudoprogression sur l’IRM ultérieure. Cette dernière correspond à une augmentation de 
taille de la lésion avant qu’une réponse partielle n’apparaisse, témoignant d’un bon pronostic 
(66). Enfin, le suivi par IRM permettra d’évaluer la réponse thérapeutique et de diagnostiquer 
les récidives dans le suivi. Les critères de réponse actuellement retenus sont ceux de RANO 
(response assessment in neuro-oncology) plus que les critères de Mac Donald (67;68).  
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Ces critères associent des items cliniques (état neurologique, posologie de la corticothérapie) 
aux critères radiologiques (somme des diamètres perpendiculaires des lésions prenant le 
contraste; mesure du signal en T2/FLAIR sans lien avec une comorbidité : post-opératoire, 
post-irradiation, ou post-critique…). En effet, certaines comorbidités, comme un état de mal 
épileptique même infraclinique, peuvent modifier les images d’IRM sans impact sur 
l’évolution ou la survie. La difficulté de diagnostic entre une récidive et une radionécrose liée 
aux effets des thérapeutiques est maintenant facilitée par la spectro-IRM. En effet le 
métabolisme tumoral est différent de celui de la nécrose, permettant de faire la distinction 
entre les deux cas. Cependant, il s’agit souvent d’un mélange de nécrose et de tumeur, qui est 
mis en évidence à l’IRM. 
La tomographie par émission de positrons (TEP) est une technique de médecine nucléaire qui 
peut être également utilisée en neuro-oncologie. La plus utilisée, la TEP au fluor marqué au 
18 fluorodésoxyglucose (18-FDG) avec acquisition des images à un temps tardif, permet de 
distinguer les tumeurs de bas ou haut grade et de distinguer la tumeur d’une toxicité de la 
radiothérapie (69). Un essai de phase II étudie la corrélation entre la TEP 18-FDG avant la 
chirurgie et le caractère anatomopathologique de malignité (notamment l’index KI 67 > 15 %) 
(étude GLIO-TEP, NCT00624728). D’autres substrats et traceurs sont encore en cours 
d’études : notamment la méthionine qui serait un témoin plus sensible du caractère tumoral 
(70), le 18 fluoro-éthyl-tyrosine (18-FET), qui est un traceur de malignité et le
fluoromisonidazole qui est un traceur de l’hypoxie. Une étude française est en cours pour 
évaluer une escalade de dose de radiothérapie à 74 Gy au niveau des zones d’hypoxie connues 
pour être radiorésistantes. Ces zones sont déterminées par la fixation de la TEP au 
fluoromisonidazole (71) (NCT00906893). La TEP au 18-FET, marqueur de la malignité, a 
mis en évidence des zones hypermétaboliques correspondant à du haut grade (III et IV) 
confirmé histologiquement. Ces zones n’étaient pas visualisées par l’IRM, qui était en faveur 
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d’un gliome de bas grade (72). La TEP à la méthionine est utilisée dans un essai américain 
pour aider au diagnostic non invasif de tumeur cérébrale de l’enfant (NCT00840047), il n’est 
pas ouvert en France. 
1.1.2.3. Diagnostic anatomopathologique 
La clinique et l’imagerie peuvent faire suspecter un gliome mais le diagnostic formel d’un 
gliome est uniquement histopathologique. En effet, le diagnostic est actuellement posé selon 
la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 2007 (73), qui différencie 
les gliomes à partir de la différenciation cellulaire (astrocytome, oligodendrogliome, mixte 
oligoastrocytome), de la présence d’atypie nucléaire ou de mitose, de nécrose et de 
prolifération endothéliale. Selon cette classification, le GBM correspond aux astrocytomes de 
grade IV. Le diagnostic de GBM est ainsi posé devant la présence d’une tumeur présentant 
une densité cellulaire élevée, une prolifération endothéliocapillaire et des plages de nécrose 
avec des pseudo-palissades (Cf. Figure 1). 
  
Figure 1 : glioblastome de l’Atlas de l’ANOCEF (TM 50x).
Coupe histologique typique d’un GBM : forte densité cellulaire (1), nombreuses mitoses, 
nombreux vaisseaux avec prolifération endothéliale (2) et nécroses focales avec 
arrangement palissadique (3). 
1 
2 
3 
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Le GBM multiforme peut-être composé notamment de quelques cellules giganto-cellulaires 
avec des noyaux anisocaryotiques et de nombreux nucléoles. De nombreuses mitoses sont 
également retrouvées à fort grossissement (Cf. Figure 2).  
Figure 2 : glioblastome de l’Atlas de l’ANOCEF (HE 100x).
Coupe histologique de GBM giganto-cellulaire en gros plan avec monstruosités cellulaires 
(1) avec taille géante, noyaux multiples et polymorphes contenant parfois un nucléole très 
volumineux. 
Les GBM regroupent non seulement les GBM dits classiques mais également les GBM à 
composante oligodendrogliale, qui correspondent à 15 à 20% des GBM (avec non seulement 
une majorité de cellules de type astrocytaire mais également des cellules oligodendrogliales 
d’aspect en « nid d’abeille » en anatomopathologie). Les GBM dont la composante 
majoritaire est constituée de cellules géantes représentent 5% des GBM, ils ont une 
localisation superficielle dans plus de 60 % des cas. Les GBM à petites cellules sont 
caractérisés par au moins 80% de petites cellules et non des cellules gigantocellulaires comme 
son nom l’indique. Enfin, les GBM peuvent correspondre à des gliosarcomes dans 2% des cas 
(dont les cellules ont parfois une morphologie de type sarcomateux et une différenciation 
mésenchymateuse) et encore plus rarement à des GBM lipidisés (caractérisés par des cellules 
dont le cytoplasme est surchargé en lipides) (73). 
1 
1 
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Les GBM dits secondaires, se développent sur un gliome de bas grade. Cette évolution vers 
un grade supérieur semble correspondre à l’accumulation d’anomalies génétiques dans un 
ordre chronologique déterminé. Nous décrirons ces altérations dans le chapitre sur les gènes 
impliqués dans le GBM.  
Malheureusement, cette classification histologique a ses limites notamment quand les 
prélèvements histologiques ne sont pas exhaustifs. En effet, le GBM étant une tumeur 
hétérogène, le diagnostic n’est pas aisé notamment en cas de biopsie, qui n’a pas prélevé la 
zone réellement tumorale. Il est donc nécessaire de mieux caractériser ces tumeurs du point de 
vue subcellulaire, plus particulièrement au niveau moléculaire, pour palier ces difficultés liées 
à l’hétérogénéité intrinsèque tumorale.  
1.1.3. Traitements 
Un traitement symptomatique peut être nécessaire, des corticoïdes par exemple en cas de 
signes d’HTIC, des antiépileptiques en cas de crise convulsive. 
Le traitement spécifique standard du GBM, chez le patient de moins 70 ans, est l’exérèse 
chirurgicale, suivie d’une radiochimiothérapie concomitante puis adjuvante avec du 
témozolomide selon le protocole publié par Stupp (74) (Cf. Figure 3). Trois posters à l’ASCO 
2011 ont rapporté que ce schéma publié par Stupp est faisable et efficace dans la pratique 
quotidienne aux Etats-Unis, au Canada et en Autriche (75-77). 
Nous allons détailler ce traitement standard, puis nous nous intéresserons au cas particulier 
des sujets âgés. 
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                       Chirurgie              Radiochimiothérapie                  Chimiothérapie adjuvante 
            concomitante                    (6 cycles) 
    J1                              J42                  C1  C2  C3  C4  C5 C6  
    Témozolomide 75 mg/m²            150 mg/m² C1 J1à J5 /28j 
                J1 à J42     puis 200 mg/m² C2 à C6  
Figure 3 : schéma de traitement standard selon protocole Stupp (74).
Le traitement standard du GBM est une chirurgie suivie d’une radiothérapie associée à une 
chimiothérapie concomitante et adjuvante par témozolomide. 
- chirurgie 
La chirurgie est la pierre angulaire de la prise en charge, non seulement diagnostique mais 
aussi thérapeutique. Elle consiste en une exérèse la plus complète possible sans séquelle, avec 
une imagerie fonctionnelle préopératoire si la lésion est proche des zones à risque fonctionnel. 
La qualité d’exérèse est évaluée non seulement par le neurochirurgien mais aussi par une IRM 
post-opératoire dans les 24 heures suivant le geste (65). Le risque de morbidité est 
actuellement évalué entre 3 à 5%. 
- radiothérapie 
L’irradiation cérébrale est effectuée dans un délai optimal de 4 semaines après la chirurgie, de 
manière conformationnelle (avec modulation d'intensité pour certaines localisations 
spécifiques : région temporale...), à la dose de 60 grays (Gy) - 30 fractions de 2 Gy étalées sur 
6 semaines, associée à une chimiothérapie par témozolomide à une dose de 75 mg/m² du 
premier au dernier jour d’irradiation sans interruption.  
Le contourage permet d’établir le volume d’irradiation grâce à la définition des 3 différents 
volumes de référence de radiothérapie (78). Le volume de référence pour le traitement est par 
définition le volume tumoral macroscopique (ou Growth Tumour Volume en anglais GTV).Il 
s’agit du volume de la prise de contraste et/ou du volume de la cavité post-opératoire.  
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Le volume anatomo-clinique (ou Clinical Tumour Volume en anglais CTV) correspond à 
l'union du GTV et d’une zone périphérique d’infiltration tumorale, c'est-à-dire une marge de 2 
à 3 cm tout en incluant la totalité de l’œdème (hypersignal T2) dans le contourage (limitée par 
les barrières anatomiques : faux du cerveau, os, tente du cervelet). Le volume cible 
prévisionnel de traitement (ou Planning Target Volume en anglais PTV) s’étend au-delà du 
CTV d’environ 5 à 7 mm, pour prendre en compte essentiellement les incertitudes de 
reproductibilité du repositionnement du patient survenant durant les 6 semaines d'irradiation. 
Cette marge dépend des systèmes de contention et de l'appareillage utilisé, elle est 
généralement de 5 mm et ne doit pas être limitée par des structures anatomiques. 
Les organes à risque doivent être contourés et la dose qu'ils reçoivent doit être analysée : 
moins de 54 Gy pour le tronc cérébral, le chiasma et les nerfs optiques, moins de 45 Gy pour 
la rétine et les oreilles internes, moins de 10 Gy pour les cristallins. Un volume maximal 
irradiable a été défini : un tiers de l’encéphale ne doit pas recevoir plus de 60 Gy, deux tiers 
pas plus de 50 Gy et l’ensemble pas plus de 45 Gy (79-81). 
Un essai de phase I de radio-chimiothérapie avec la chimiothérapie standard à 75 mg/m² de 
témozolomide et une escalade de dose de radiothérapie par modulation d’intensité (IMRT) est 
en cours en France (NCT01043536). Le bras expérimental reçoit au PTV 70 Gy en 28 
fractions au 1
er
 niveau d’escalade de dose, 75 Gy en 30 fractions au 2
ème
 niveau et 80 Gy en 
32 fractions au 3
ème
 niveau. 
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- chimiothérapie concomitante à l’irradiation et adjuvante 
Le témozolomide ou TEMODAL® est un agent de chimiothérapie de type alkylant, de la 
famille des triazènes affectant la synthèse de l’ADN par alkylation de la guanine en position 
O6 (voire une autre en position N7). La prise est orale, nécessite d’être à jeun avant et après la 
prise pendant au moins 2-3 heures. Pendant l’irradiation, le témozolomide est pris de manière 
optimale à heure fixe 1 heure avant l’irradiation cérébrale à une dose de 75 mg/m² du premier 
au dernier jour d’irradiation sans interruption. Après la fin de l’irradiation, une pause de 4 
semaines est nécessaire avant le début de la chimiothérapie adjuvante par témozolomide à une 
dose de 150 mg/m², 5 jours tous les 28 jours pour le 1
er
 cycle. La dose de témozolomide est 
augmentée ensuite à 200 mg/m² en cas de bonne tolérance clinique et biologique. Six cycles 
sont prévus en adjuvant en cas d’absence de maladie résiduelle et plus de 6 cycles en cas de 
poursuite de réponse ou de stabilité lésionnelle. Ceci est réalisé en pratique courante et a été 
validée par une étude rétrospective (82). 
Des essais étudient l’adjonction d’autres molécules au traitement standard publié par Stupp. 
Quarante essais sont considérés comme ouverts en France selon le site www.clinicaltrial.gov, 
mais certains sont clos sans que ce soit précisé dans la mise à jour du site. Les molécules sont 
testées en fonction des sous-groupes de GBM (promoteur méthylé ou non du gène de 
l’enzyme O6-méthylguanine méthyl-transférase (MGMT)) et elles ciblent l’angiogenèse dont 
le facteur de croissance endothelial vasculaire (vascular endothelial growth factor en anglais 
VEGF), le microenvironnement dont les intégrines, les cellules immunitaires… 
Par exemple, l’essai de phase III, CENTRIC évaluant l’adjonction au traitement standard du 
cilengitide, un inhibiteur d’intégrine, dans les GBM dont le promoteur du gène de la MGMT 
est méthylé (NCT00689221). Chez les patients ayant un GBM dont le promoteur MGMT non 
méthylé, un essai de phase II randomisé de l’organisation européenne pour la recherche et le 
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traitement du cancer (European Organisation for Research and Treatment of Cancer en 
anglais EORTC) EORTC 26082 compare actuellement le traitement standard plus ou moins 
associé au temsilorimus, inhibiteur de mTOR (NCT01019434).  
Chez les patients ayant un GBM non résécable, un essai de phase II randomisé, TemAvir, a 
évalué un traitement néoadjuvant et adjuvant par bévacizumab et irinotécan en plus de la 
radio-chimiothérapie concomitante par témozolomide (NCT01022918). Bien que le bras 
expérimental a augmenté la survie sans progression (SSP) à 6 mois de 41% à 65,1%, il n’a pas 
permis de valider l’hypothèse initiale d’une SSP à 6 mois de 66 % . L’étude est donc 
statistiquement négative (83). Plusieurs causes sont possibles : le début de la radiothérapie 
retardé de 3 mois par le traitement néoadjuvant bévacizumab-irinotécan, l’absence de 
chimiothérapie adjuvante par témozolomide, ou la sélection des patients (sous-groupes de 
mauvais pronostic de classe V selon l’EORTC). Un début de réponse peut-être évoqué par les 
résultats concernant la SSP de l’essai AVAGLIO, phase III randomisée, qui a évalué 
l’efficacité de l’association du bévacizumab au traitement standard avec un bénéfice en terme 
de SSP (6,2 versus 10,6 mois, HR=0,64  IC95% [0,55-0,74] p<0,0001) et de qualité de vie 
sans impact sur la survie globale (SG) pour l’instant d’après la présentation lors du congrès de 
la société de neuro-oncologie américaine et de l’association des neuro-oncologues 
d’expression française (ANOCEF) cette année par Professeur Chinot (NCT00943826).  
D’autres approches thérapeutiques sont également étudiées. Par exemple, NovoTTF-100A 
inhibe la croissance tumorale par inversion des champs électriques à basse fréquence grâce 
aux électrodes posées sur le crâne du patient 22h sur 24. Un essai évalue l’efficacité de son 
association avec le traitement standard (NCT00916409). 
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L’immunothérapie a été étudiée sous diverses formes, les essais de vaccination ciblant le 
récepteur du facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor receptor en anglais 
EGFR) semblent les plus prometteurs. Normalement le facteur de croissance épidermique 
(epidermal growth factor en anglais EGF) se lie à son récepteur EGFR qui est surexprimé à la 
surface des cellules de GBM pour induire la croissance cellulaire (84). Dans les tumeurs 
cérébrales contrairement au tissu sain, l’EGFR peut être muté et ainsi activé, il s’agit du 
variant III de l’EGFR (EGFRvIII). Il favorise la prolifération cellulaire et la survie des 
cellules souches neurales murines et bloque la différenciation neuronale (85). 
Le rindopepimut ou PePvIII, est un peptide de 13 acides aminés avec une cystéine 
additionnelle en position terminale couvrant la mutation EGFRvIII. Une étude de phase II de 
vaccination à base de PePvIII en injections intradermiques avec du facteur de croissance des 
granulocytes et macrophages (granulocyte macrophage colony stimulating factor en anglais 
GM-CSF) chez des patients sélectionnés, après résection complète ou supérieure à 95% de la 
tumeur, sans progression après la radiochimiothérapie, a mis en évidence une réponse 
immune (anticorps et réaction d’hypersensibilité retardée) avec un impact dans ce cas sur la 
SG. De plus, seuls deux patients réopérés lors de la récidive présente une expression 
d’EGFRvIII en IHC dont une est faible inférieure à 1%, les 9 autres n’ont plus d’expression 
d’EGFRvIII (86) (NCT00643097). Cela semble témoigner de l’efficacité de la vaccination 
pour éradiquer les clones EGFRvIII positifs. La SG des 6 patients ayant développé une 
réponse immune est significativement plus longue (47,7 versus 22,8 mois). 
Ceci a incité à la réalisation d’un essai de phase III aux Etats-Unis, auquel s’est annexé 
dernièrement l’essai européen initialement prévu (EORTC 26111-22115).  
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Le cas particulier du sujet âgé est de plus en plus étudié, en effet le protocole publié par Stupp 
était limité aux patients âgés de moins de 70 ans. Cependant se pose tout d’abord la question 
de la définition du sujet âgé, qui n’est pas la même d’un pays à l’autre : plus de 60, 65, 70 ou 
plus de 75 ans. D’autre part, l’état général du patient est très important à prendre en compte 
pour définir la stratégie thérapeutique, car l’état physiologique n’est pas toujours en rapport 
avec l’âge réel du patient. 
Actuellement plusieurs possibilités de prise en charge sont possibles chez le sujet âgé:  
- le protocole publié par Stupp pour le sujet âgé en bon état général   
-  une radiothérapie exclusive hypofractionnée (40,5 Gy en 15 fractions (87) ou 50 Gy 
en 25 fractions (88), qui amène un gain de survie dans une étude de phase III par 
rapport aux soins palliatifs de confort),  
- une monochimiothérapie par témozolomide, qui semble apporter un bénéfice clinique 
en phase II (étude TAG) notamment si l’état général est altéré (89) (NCT01242566). 
Plus récemment, les essais de phase III randomisée NORDIC ET NOA-08 ont mis en 
évidence que si le statut de l’enzyme MGMT n’est pas connu ou si le promoteur n’est pas 
méthylé, il vaut mieux traiter les sujets âgés par une irradiation hypofractionnée et ne 
proposer la chimiothérapie exclusive qu’en cas de méthylation du promoteur (90;91)
(NCT00820963 et NCT01502241). 
Un essai randomisé de phase III de l’EORTC 26062-22061 compare actuellement une 
radiothérapie accélérée à cette même irradiation de 40,5 Gy en 15 fractions associée à du 
témozolomide concomitant et adjuvant chez les patients âgés de plus de 70 ans 
(NCT00482677).  
Une phase II ATAG étudie l’association du témozolomide et du bévacizumab chez les sujets 
âgés ayant un indice de performance status selon Karnofsky (Karnofsky performance status 
en anglais KPS) supérieur ou égal à 60 % (NCT01149850). 
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1.1.4. Pronostic 
Malgré les progrès récents dans la prise en charge thérapeutique des GBM, le pronostic reste 
péjoratif avec une survie médiane d’environ 15 mois (74). L’actualisation de l’essai de phase 
III à l’origine du traitement standard publié par Stupp a mis en évidence environ 10% de 
longs survivants à 5 ans (92). Ainsi non seulement la tumeur est hétérogène mais le pronostic 
aussi, amenant une classification basée sur des classes de partitionnement appelées en anglais 
Recursive Partitioning Analysis (RPA) établies par le groupe américain d’oncologie 
radiothérapique (en anglais Radiation Therapy Oncology Group RTOG) (93) et modifiées par 
EORTC (94). Les critères de classification sont les suivants : âge (plus de 50 ans ou non), 
l’indice de performance status (PS) selon l’OMS, la qualité de l’exérèse (chirurgie complète 
ou subtotale versus biopsie), l’état neurologique notamment l’examen minimental test 
(MMSE). La survie des patients inclus dans le bras expérimental de l’essai EORTC 
26981/22981-NCIC de phase III (74) montrant l’intérêt de l’adjonction du témozolomide a été 
analysée selon la classification RPA modifiée. Elle est décrite dans le tableau 1.  
Tableau 1 : groupes RPA modifiés des GBM (94).  
Les GBM sont regroupés en 3 classes pronostiques selon l’âge, le performance status (PS), la chirurgie 
et l’état neurologique. La survie médiane et la survie à 2 ans rapportées sont celles du bras 
expérimental de l’essai publié par Stupp, qui est devenu le traitement standard. 
RPA Age PS Chirurgie Etat Neurologique Survie médiane Survie à 2 ans 
III < 50 0  Oui  27 21,4 mois 43,4 % 
IV < 50 
 50 
1-2 
0-1-2 
Oui 
Oui 
 27 
 27 
16,3 mois 27,9 % 
V   50 0-1-2 Biospie  < 27 10,3 mois 16,5 % 
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Cette classification permet de définir des groupes de patients ayant des survies globales 
différentes, que ce soit la survie médiane, la survie à 1 an et à 3 ans. Cette classification 
simplifiée a été validée et est désormais appliquée dans les essais thérapeutiques (95). 
Comme on l’a décrit précédemment, le pronostic reste péjoratif avec une survie médiane 
courte de 15 mois après le traitement standard de chirurgie suivie par une radiothérapie 
associée à une chimiothérapie concomitante et adjuvante par témozolomide. Sans traitement 
le décès du patient survient dans les 3 mois environ après le diagnostic, la résection 
chirurgicale seule allonge la survie de 6 mois et la radiothérapie adjuvante exclusive l’allonge 
de 9 mois (10). Avant l’avènement de la radio-chimiothérapie (96), le pronostic des GBM 
secondaires reste plus favorable que celui des GBM de novo (médiane de survie de 7,8 versus 
4,7 mois p=0,003). Les étiologies de cette issue fatale sont la résistance aux traitements 
(97;98) et/ou la récidive (99). Plusieurs causes ont été évoquées, notamment au niveau 
anatomique avec la BHE, mais également au niveau cellulaire avec la mise en évidence des 
cellules souches (ou encore appelées cellules initiatrices de tumeur) (100-102). 
1.1.5. Traitement de la récidive 
La prise en charge thérapeutique de la récidive ou de la progression tumorale dépend en 
premier lieu de la prise en charge thérapeutique initiale. Ainsi la grande majorité des patients 
opérés d’un GBM puis traités par un protocole standard de radio-chimiothérapie concomitante 
et adjuvante selon le schéma publié par Stupp, présenteront une récidive, dont la prise en 
charge reste difficile. Elle est discutée au cas par cas en réunion de concertation 
pluridisciplinaire de neuro-oncologie.  
Une ré-intervention doit être privilégiée si celle-ci est envisageable car elle semble apporter 
un bénéfice chez des patients selectionnés (103). Cependant aucun essai randomisé n’a été 
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réalisé pour le prouver formellement. La réintervention peut être associée à une 
chimiothérapie in situ comme l’utilisation de pastilles de carmustine GLIADEL® (104;105). 
Ce traitement nécessite une confirmation histologique d’où son utilisation surtout lors de la 
récidive. Le GLIADEL® est parfois placé en cas d’exérèse quasi-complète lors de la prise en 
charge initiale du GBM après confirmation histologique extemporanée. La combinaison avec 
le protocole de Stupp est réalisable (106;107) mais aucun bénéfice n’a été mis en évidence 
dans une étude rétrospective comparative (108). De plus, aucune étude prospective 
randomisée n’a évalué son intérêt en plus du traitement standard initial. La tolérance semble 
correcte même en cas de récidive (109). Cependant, d’autres études montrent une 
augmentation des complications iatrogènes (méningite, œdème, abcès, retard de cicatrisation) 
altérant la qualité de vie (110). De plus, le bénéfice du GLIADEL® en récidive n’a pas été 
mis en évidence dans la méta-analyse publiée par Cochrane de Hart (111). 
Une ré-irradiation peut être discutée en réunion de concertation pluridisciplinaire en condition 
stéréotaxique en fonction de la dose délivrée et du délai par rapport à l’irradiation initiale 
(112-115). Cependant, aucun essai randomisé n’a évalué le bénéfice de cette ré-irradiation. 
La chimiothérapie et les traitements médicaux ont été les plus étudiés et sont actuellement les 
plus utilisés en cas de récidives. Les essais de phase II utilisant des traitements systémiques 
comme les nitrosourées (bélustine, carmustine, fotémustine), la procarbazine, le cisplatine ou 
l’irinotecan mettent en évidence des taux de réponse faibles d’environ 6%, une survie sans 
récidive à 6 mois d’environ 15% et une survie globale à partir de cette récidive comprise entre 
3 à 6 mois (116). Un essai de phase III étudie l’efficacité dans les GBM récidivant de la 
lomustine 100 à 130 mg/m² en une prise toutes les 6 semaines comparée à l’enzastaurin, 
inhibiteur de la protéine kinase C , , , , 1125 mg puis 500 mg pris oralement en continu 
(NCT00295815). La reprise du témozolomide est discutée en réunion de concertation 
pluridisciplinaire surtout si l’intervalle libre entre l’arrêt du témozolomide adjuvant et la 
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récidive est long. Plusieurs schémas d’administration ont été rapportés (standard, continu ou 
accéléré) (117;118). Les schémas dit dose-dense ont été développés pour saturer l’enzyme 
MGMT et limiter ainsi la résistance au témozolomide (119). Cependant une étude randomisée 
(RTOG 0525) n’a pas mis en évidence de bénéfice de ce schéma dose-dense (120;121) par 
rapport au schéma standard dans la prise en charge initiale. Un essai de phase II randomisée 
compare dans le GBM récidivant l’efficacité du témozolomide ou carmustine à l’erlotinib 
(TARCEVA®) en continu, un inhibiteur de tyrosine kinase de l’EGFR (NCT00086879). 
Non seulement le GBM est une tumeur hypervascularisée, mais nous savons que certaines 
molécules interagissent sur la BHE et la perméabilité capillaire dont notamment le VEGF. Il 
est produit par la tumeur et le microenvironnement tumoral. Le VEGF joue ainsi un rôle 
important dans le GBM notamment dans l’angiogenèse et dans les voies de signalisation qui 
favorisent la croissance tumorale (122). Il s’agit d’une cible potentielle thérapeutique avec un 
traitement spécifique déjà utilisé en clinique dans d’autres pathologies cancéreuses : un 
anticorps anti-VEGF, le bévacizumab (123). L’inhibition de l’angiogenèse via cet anticorps 
associé à l’irinotécan ont permis dans un essai de phase II, d’obtenir des taux de réponse 
élevés de 57% et une SG à 6 mois de 77% (124). Ces données ont permis l’obtention de 
l’autorisation de mise sur le marché du bévacizumab aux Etats-Unis, mais pas encore en 
Europe. Une méta-analyse a confirmé ce bénéfice clinique avec un taux de réponse élevé et 
une bonne tolérance (30% d’hypertension artérielle, 10% de thrombose veineuse profonde et 
embolie pulmonaire, 3% d’hémorragie intratumorale, et moins de 1% de leuco-
encéphalopathie postérieure) (125). Cependant l’adjonction d’irinotécan au bévacizumab, qui 
permet un meilleur taux de réponse, ne met pas en évidence de bénéfice sur la survie (126). 
L’observatoire inter-régional des médicaments et de l’innovation thérapeutique (OMIT) 
Bretagne et Pays de Loire qui avait autorisé l’administration de l’association irinotécan et 
bévacizumab, a présenté aux congrès de l’ANOCEF et de l’ASCO en 2011 les données 
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d’efficacité d’une cohorte de plus de 200 GBM traités (127;128) avec une SSP médiane de 
plus de 5 mois et une SG médiane de 7,87 mois. La majorité des patients (85%) avait un 
bénéfice clinique à 3 mois. 
Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique (Centre Eugène Marquis) de 
cohortes historiques de la prise en charge des patients ayant une récidive après un protocole 
thérapeutique selon Stupp, comparant un traitement par chimiothérapie conventionnelle à 
l’association irinotécan et bévacizumab. Il a été mis en évidence une SG de 11,5 et 5 mois 
dans les cohortes traitées respectivement par l’association d’irinotécan et bévacizumab et par 
la chimiothérapie conventionnelle (129). Il s’agit d’une analyse rétrospective de cohorte 
comportant par définition de nombreux biais, cependant elle reflète notre pratique clinique, 
hors essai, de neuro-oncologie avant et après les résultats de la phase II associant irinotécan et 
bévacizumab dans les GBM récidivant. 
ARTICLE N°1 (129)
Analyse rétrospective de 24 glioblastomes récidivant après radiochimiothérapie 
concomitante et traités par nitrosourées ou par l’association irinotécan et bévacizumab.  
Vauléon E, Mesbah H, Gédouin D, Lecouillard I, Louvel G, Hamlat A, Riffaud L, Carsin B, 
Quillien V, Audrain O, Lesimple T.
Bull Cancer. 2012 Feb 1; 99 (2), 121-126. 
Un essai de phase II randomisée de l’EORTC 26101 étudie actuellement l’intérêt de 
l’association et/ou la séquence de lomustine et bévacizumab en 1
ère
 ligne de GBM récidivant 
(NCT01290939). Dans le GBM, après un traitement par un anticorps anti-VEGF, il a été 
montré que 46 % des récidives étaient caractérisées par une augmentation de l’infiltration ne 
prenant pas le contraste (130-133). Des analyses étudiant biologiquement ce phénomène sont 
en cours ; il a été rapporté une surexpression de c-Met dans les lésions invasives (134). Des 
études pilotes avec des thérapeutiques anti-c-Met lors de progression sous bévacizumab sont 
également en cours de développement après des études précliniques prometteuses (135). 
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Une phase II à 3 bras évalue l’efficacité et la tolérance de l’anticorps anti-c-Met : 
onartuzumab, en combinaison au bévacizumab, versus les 2 traitements administrés en 
monothérapie dans le GBM récidivant (NCT01632228). 
D’autres thérapeutiques ciblant le VEGF sont en cours d’étude dans les gliomes de haut 
grade. Malheureusement, les essais déjà publiés ou présentés lors de congrès sur l’efficacité 
des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) ciblant entre autres le VEGFR (pazopanib, sunitinib, 
aflibercept, cediranib, sorafenib, vatalanib, lenvatinib) dans les GBM ou les gliomes de haut 
grade sont tous négatifs en phase I ou II (136-143) ou en phase III (144). De plus, un 
traitement de rattrapage par bévacizumab après un ITK ciblant VEGFR est moins efficace 
qu’en première intention (5 réponses sur 73 patients) (145;146) . 
1.2. Gènes et GBM
1.2.1. Généralités sur les méthodes d’analyse des gènes 
Le génome représente l’ensemble du matériel génétique d’un individu et contient environ 
30000 gènes chez l’homme. La génomique correspond à l’étude structurale et fonctionnelle 
du génome. Elle porte notamment sur l’établissement de la séquence complète génomique et 
l’étude de ses variations, mais également sur l’analyse systématique de l’expression des gènes 
séquencés et l’inférence de leurs fonctions. 
Le transcriptome est l’ensemble des transcrits de gènes présents à un moment donné et lors 
d’une situation biologique déterminée, c'est-à-dire l’ensemble des ARN messagers, qui seront 
potentiellement traduits en protéines. Cette étude est souvent limitée à un type tissulaire ou 
cellulaire pour analyser l’expression du génome dans des circonstances particulières 
(physiologiques, pathologiques…). 
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Le protéome est l’ensemble des protéines exprimées à un moment donné. Cette analyse est 
également limitée à un tissu ou un type cellulaire. Cette étude est plus complexe car un gène 
peut coder plusieurs protéines qui peuvent subir des modifications post-traductionnelles 
(clivage, glycosylation, phosphorylation, acétylation…). 
La puce à ADN ou biopuce permet d’analyser en une seule expérience, les variations de la 
structure du génome ou de leur expression (transcriptome). L’analyse de la structure du 
génome s’effectue généralement par rapport à un échantillon de référence. Une puce peut 
contenir une partie ou l’ensemble du génome sous forme de molécules d’ADN fixées en 
rangées ordonnées sur une matrice de verre, silicium ou plastique. Le principe de la biopuce 
repose sur les propriétés d’hybridation du brin d’ADN dénaturé et du brin complémentaire. 
Les bases de l'ADN (Adénine, Guanine, Cytosine, Thymine) se lient par des liaisons 
hydrogènes (entre Adénine et Thymine ou Cytosine et Guanine). La puce d’hybridation 
génomique comparative (CGH-array) est une puce à ADN qui permet d’analyser le nombre de 
copies d’ADN d’intérêt, grâce au rapport de fluorescence de l’ADN test par rapport à l’ADN 
de référence marqués par des fluorochromes différents. L’analyse quantitative et statistique 
des données exprimées en log 2 du rapport de l’intensité de fluorescence permet 
l’identification de variations du nombre de copies de fragment d’ADN pouvant correspondre 
à différents types d’aberrations chromosomiques (insertion, délétion, translocations 
équilibrées, amplification). Ainsi, les différents niveaux moléculaires étudiés par la 
génomique (le génome, l’épigénome et le transcriptome en particulier) peuvent être analysés 
de manière conjointe par des méthodes de génomique intégrative. 
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Enfin, l’annotation fonctionnelle de réseaux de co-expression de gènes (co-expression 
network) ou de groupes de gènes est une méthode d’analyse qui permet d’inférer les fonctions 
biologiques de groupes ou classes ou modules de gènes ainsi que les voies de signalisation 
associées. On parle de contextualisation biologique. Cette méthode permet de mettre en valeur 
les corrélations fortes qui existent entre des profils d’expression de gènes et de grouper les 
gènes en modules ou classes de co-expression. En particulier, les gènes hautement connectés 
dits « hub » gènes jouent potentiellement un rôle clé dans la compréhension, le comportement 
biologique et la régulation du module de co-expression. 
1.2.2. Principaux gènes impliqués dans le GBM 
Ces diverses technologies révolutionnaires, dites à haut-débit, ont permis d’identifier ou de 
mieux caractériser les gènes impliqués dans la gliomagenèse et de créer un atlas du génome 
des GBM et de ses altérations par le consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas) (147). 
Les aberrations les plus fréquentes dans le GBM sont le gain du chromosome 7 avec ou sans 
amplification de gène EGFR, la perte du bras court du chromosome 9 avec ou sans délétion 
du gène CDKN2A (cycline dépendante kinase N2A) et la perte du chromosome 10. 
1.2.2.1. Description des gènes 
La voie EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K a pour but de promouvoir la prolifération et d’inhiber 
l’apoptose. Les ligands l’EGF, le facteur de croissance de transformation  (en anglais 
transforming growth factor TGF), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (en anglais 
platelet derived growth factor PDGF) se fixent sur leurs récepteurs membranaires EGFR et le 
récepteur du PDGF le PDGFR, activant la phosphatidil-inositol-3 kinase (PI3K) ou RAS. 
PI3K active AKT puis mTOR. Le consortium TCGA a mis en évidence des altérations de 
RAS dans 18% des GBM, PTEN dans 36%, PI3KR dans 15%, EGFR dans 45%, ERBB2 dans 
8%, PDGFRA dans 13%, MET dans 4%, AKT dans 2 %. 
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La voie TP53/MDM2/MDM4/p14 est également altérée dans 87% des GBM. Le gène TP53
code pour une protéine (protéine 53 P53) qui contrôle le cycle cellulaire : elle induit 
l’apoptose en cas de dépassement du système de réparation et en induisant la transcription du 
gène P21 qui bloque le passage de la phase G1 à S du cycle. L’expression de P53 est 
contrôlée par l’E3 ubiquitine ligase appelée MDM2 qui la dégrade, si p14
ARF
/CDKN2A n’est 
pas activée. Le TCGA a mis en évidence des mutations ou délétions homozygotes de TP53
dans 35% des GBM, surtout secondaires, une mutation de CDKN2A/p14
ARF
 dans 49% des 
GBM, une amplification de MDM2 dans 14% des GBM. 
La voie p16
INK4a
/CDK4/RB1 est altérée dans 78 % des GBM. Le complexe cycline 
dépendante kinase 4 CDK4-cycline D libère le facteur de transcription E2F en phosphorylant 
le gène du rétinoblastome 1 (RB1). La protéine p16
INK4a
 inhibe ce complexe, contrôlant le 
cycle cellulaire et notamment le passage G1/S. Il a été retrouvé une délétion homozygote ou 
une mutation de CDKN2A/p16
INK4a
 dans 52% des GBM, une délétion homozygote ou une 
mutation de RB1 dans 11% ou une méthylation de son promoteur dans 11% des GBM de 
novo et 43% des GBM secondaires.  
Dans les GBM à composante oligodendrogliale (GBMO), on retrouve ces anomalies mais 
aussi dans une majorité des cas celles associées au contingent oligodendroglial : une perte de 
l’hétérozygotie du chromosome 1p et/ou celle du chromosome 19q (96;148-150) . Seule la 
vraie codélétion 1p-19q semble associée à un meilleur pronostic dans les GBMO (151).  
Les GBM secondaires sont souvent désormais décrits comme des « GBM IDH muté ». En 
effet, une mutation du gène de l’isocitrate déshydrogénase (IDH) est retrouvée quasiment 
exclusivement dans les GBM secondaires et non de novo (152;153). La mutation plus 
fréquente, R132H touche le gène IDH1 et représente 93% des mutations, elle peut être mise 
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en évidence par IHC ou par séquençage (154). L’analyse moléculaire n’est actuellement 
nécessaire qu’en absence de fixation par l’anticorps en IHC (155), qui détecte 100% des 
mutations R132H, et pour rechercher les autres mutations d’IDH1 et les mutations d’IDH2. 
Les gènes IDH1 et IDH2 codent normalement pour les isocitrates déshydrogénases 1 et 2, qui 
catalysent la carboxylation oxydative de l’isocitrate en –kétoglutarate en induisant du 
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) dans le cytosol ou la mitochondrie 
(cycle de Krebs). La mutation de ces gènes induit non seulement une production de 
l’oncométabolite 2-hydroxyglutarate (2HG) qui est un inhibiteur compétitif des réactions 
cellulaires -kétoglutarate dépendantes, mais également une dysrégulation du facteur induit 
par l’hypoxie-1 (en anglais hypoxia-inducible factor HIF-1) (156;157). Les mutations des 
gènes IDH joueraient ainsi un rôle important dans la tumorigenèse bien que les mécanismes 
utilisés ne sont pas encore clairement élucidés : le 2HG inhiberait la déméthylation des 
histones qui serait suffisante pour bloquer la différenciation des cellules non transformées et 
être à l’origine du phénotype méthylateur GCIMP (158-160).
Ces données de gliomagenèse amènent l’hypothèse que les GBM dériveraient d’une 
transformation néoplasique de précurseurs gliaux ou de cellules souches (102). Les GBM 
secondaires dériveraient d’une transformation maligne d’un précurseur glial commun aux 
astrocytes et oligodendrocytes suite à une mutation d’IDH1. Les marqueurs cellulaires de ces 
précurseurs varient dans les études, avec des expressions possibles du ganglioside A2B5, de la 
protéine chondroitine sulfate protéoglycane NG2, la protéine d’adhésion cellulaire neurale (en 
anglais neural cell adhesion molecule NCAM) et le récepteur  du PDGF (161). Les GBM de 
novo dériveraient des cellules souches neurales. Par définition, les cellules souches ont les 
capacités non seulement de proliférer et de se différencier mais aussi de s’autorenouveler et 
d’initier des tumeurs (162). Nous développerons ce sujet dans un prochain paragraphe.  
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Les gliomes pourraient ainsi être considérés comme issus de ces cellules dites « précurseurs 
gliaux », qui se différencient secondairement selon les altérations génétiques en morphologies 
cellulaires différentes (astrocytaire et/ou oligodendrogliale) et en stades différents (bas grade, 
anaplasique ou grade IV) (Cf. Figure 4).  
Figure 4 : schéma de gliomagenèse d’après Ohgaki et al, 2009 (163).  
Les gliomes ont différentes altérations génétiques en fonction du type cellulaire et du grade, 
permettant notamment de distinguer les GBM secondaires et primaires. Les altérations 
génétiques les plus fréquemment retrouvées dans le GBM sont la perte d’hétérozygotie 10q, 
l’amplification de l’EGFR, la mutation de TP53, la mutation de PTEN, l’altération de NF1, 
l’amplification de MDM2 et MDM4 et plus rarement la mutation d’IDH1. 
Les profils d’expression géniques rapportés dans la littérature ont permis de distinguer des 
sous-groupes de GBM : proneuraux, mésenchymateux, proliférants selon Phillips et al. (164), 
ou proneuraux, mésenchymateux, classiques et neuraux selon Verhaak et al. (147). Les deux 
groupes semblant les plus robustes sont donc les proneuraux et les mésenchymateux (165).  
Le sous-groupe de GBM dit mésenchymateux est de moins bon pronostic, incluant une 
majorité de GBM avec nécrose. Les anomalies moléculaires intéressent les gènes CH13L1, 
CD44 et VEGF.  
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Le sous-groupe de GBM dit proneural comporte une fréquence élevée de GBM secondaires, 
de GBM avec composante oligodendrogliale et de sujets jeunes lors du diagnostic. Du point 
de vue moléculaire, il présente un taux élevé de mutations du gène IDH1, des altérations du 
gène PDGFRA et de mutations du gène TP53. La survie des patients appartenant à ce sous-
groupe est plus longue que celle des autres sous-groupes (147;164).  
1.2.2.2. Intérêt dans la prise en charge des patients 
En neuro-oncologie, ces données d’analyses génomiques et transcriptomiques sont 
actuellement utilisées comme une aide diagnostique, pronostique et prédictive de réponse aux 
traitements. 
Du point de vue diagnostique, ces classifications biologiques semblent meilleures que le grade 
histologique par leur reproductibilité, leur robustesse indépendante des anatomopathologistes 
et leur corrélation avec la survie (166;167). Le diagnostic de gliome peut être aussi facilité par 
les analyses transcriptomiques, qui ont permis de distinguer les gliomes de bas et de hauts 
grades (147;164;168), les anaplasiques des GBM (169) selon les gènes différentiellement 
exprimés, pour pouvoir proposer le traitement le plus optimal aux patients. Dans notre équipe, 
Marie de Tayrac et Marc Aubry ont effectué une méta-analyse de données de puces de 3 jeux 
de données concernant 267 patients ayant un gliome de haut grade, dont 144 avec des données 
de survie. Ils ont établi un modèle de risque basé sur l’expression pondérée de 4 gènes 
(CHAF1B, PDLIM4, EDNRB, et HJURP), qui a été validé sur deux cohortes locales de 59 et 
194 patients (169). Elle permet de séparer les gliomes de haut grade selon la survie globale 
(hazard ratio= 0.46; avec un intervalle de confiance à 95 % entre 0.26 à 0.81; p=0.007). Cette 
signature est plus robuste que l’histologie pour séparer les gliomes de haut grade 
indépendamment du statut de MGMT et IDH.  
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Du point de vue pronostique, nous avons déjà souligné le caractère pronostique des mutations 
d’IDH1,2 dans les GBM. Aucun autre biomarqueur ne s’est avéré pronostique de manière 
robuste pour l’instant (147;164). Néanmoins, la classification basée sur les profils 
transcriptomiques (proneuraux, mésenchymateux, autres) est associée à un impact pronostique 
mais qui est en partie lié à la présence des mutations IDH1.  
Du point prédictif de réponse au traitement, seul le statut de méthylation du promoteur de 
MGMT a été confirmé vis-à-vis de la réponse au témozolomide. L’absence de méthylation de 
MGMT est un facteur reconnu de résistance au témozolomide (92;170). Les anomalies de 
l’ADN sont reconnues par un système de reconnaissance et de réparation des 
mésappariements de l’ADN dit mismatch repair (MMR). La protéine de réparation MGMT 
enlève le groupe méthyl en position 6 de la guanine comme son nom l’indique. L’action du 
témozolomide est donc contrecarrée par la MGMT, conférant une résistance (Cf. Figure 5). 
En absence de protéine MGMT, les anomalies de l’ADN induites par le témozolomide ne sont 
pas réparées, les cellules entrent en apoptose. Inversement, en absence de méthylation du 
promoteur du gène de la MGMT, la MGMT est transcrite et les cellules sont alors résistantes 
au témozolomide avec un impact négatif sur la survie. 
ARTICLE N°2 (171)
Intérêt de la MGMT dans les gliomes. 
Quillien V, Vauléon E, Saikali S, Lesimple T, Hamlat A, Etcheverry A,  Mosser J.
Bull Cancer. 2011 Mar ; 98 (3) : 291-303. 
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Figure 5 : mode d’action de la MGMT.
Le système mismatch repair (MMR) reconnaît les mésappariements de l’ADN créés entre 
autres par le  témozolomide et la MGMT enlève le groupe méthyl en position 6 guanine. Si le 
MMR est fonctionnel (+) et la MGMT inhibée par la méthylation de son promoteur, le 
témozolomide est efficace : la cellule entre en apoptose. 
Les essais thérapeutiques analysent actuellement les résultats en stratifiant les patients sur le 
statut fonctionnel ou pas de la MGMT, voire sélectionnent les patients selon ce statut. La 
détermination du statut fonctionnel de la MGMT peut être effectuée par plusieurs méthodes : 
la mise en évidence ou non de la protéine par IHC, l’expression ou non de l’ARN messager et 
la méthylation ou non du promoteur par techniques de biologie moléculaire… Une étude 
française, nommée ECOM, actuellement close aux inclusions, a comparé les qualités 
techniques et l’intérêt clinique de 5 de ces méthodes (MS-PCR, MethyLight, pyroséquençage, 
MS-HRM, IHC), pour déterminer la meilleure d’entre elles puis standardiser la procédure de 
diagnostic de biologie moléculaire (172) (NCT01345370). Cette étude montre que le 
pyroséquençage, en permettant la mesure quantitative et absolue du niveau de méthylation du 
promoteur, est la méthode testée la plus reproductible et la plus sensible. De ce fait, elle 
permet une bonne prédiction de la survie. 
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Ceci permettra dans l’avenir d’adapter la prise en charge en fonction du statut du promoteur 
de MGMT. Cependant, aucune alternative thérapeutique au protocole classique n’est 
actuellement validée en adjuvant en première ligne.
L’importance de ce statut et de sa valeur prédictive de réponse au témozolomide a cependant 
été démontrée dans le GBM du sujet âgé dans deux essais de phase III randomisée (NORDIC 
et NOA08). Dans l’essai NOA-08 (91), si le promoteur est méthylé, la médiane de survie sans 
événement est de 8,4 mois en cas de chimiothérapie par témozolomide versus 4,6 mois en cas 
de radiothérapie. Aucune différence n’est retrouvée dans le groupe traité par radiothérapie 
quel que soit le statut de MGMT. Ces résultats incitent à rechercher le statut MGMT chez le 
sujet âgé pour proposer du témozolomide en cas de méthylation ou de la radiothérapie en cas 
d’absence de méthylation ou si le statut ne peut être déterminé. 
Dans notre équipe, Amandine Etcheverry a étudié les variations du méthylome de patients 
atteints de GBM. Elle a mis en évidence des variations épigénétiques à valeur pronostique. Le 
niveau de méthylation des promoteurs de 4 gènes: FNDC3B, TBX3, DGKI, et FSD1 reflèterait 
la résistance du GBM au traitement standard de radio-chimiothérapie concomitante et 
adjuvante selon le protocole Stupp (173). 
Ces données génomiques et transcriptomiques seront probablement une aide essentielle au 
design des futurs essais cliniques. 
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1.2.3. Gènes immuns 
1.2.3.1. Généralités sur GBM et immunité 
1.2.3.1.1. Preuve de la fonctionnalité du système immun dans le GBM 
Etant donné le lien entre des antécédents d’infections virales, d’allergies et l’incidence des 
gliomes, le système immun pourrait intervenir dans la gliomagenèse.  
Longtemps, le système nerveux central (SNC) a été considéré comme un organe immuno-
privilégié (174). En effet, la BHE a été décrite comme une barrière anatomique et 
physiologique, le protégeant de la circulation périphérique (175) et aucune structure 
lymphatique n’avait été mise en évidence (174;176;177). De plus, aucun lymphocytes T (LT) 
quiescent n’a été retrouvé dans le cortex cérébral lors d’une série d’autopsies (178). Enfin, la 
greffe tumorale est plus facile dans le cerveau que dans les autres organes (179-182).  
Cependant, plusieurs données réfutent ce dogme. Premièrement, il a été montré dans des 
modèles animaux la possibilité d’induire une réaction immunitaire spécifiquement dirigée 
contre des déterminants antigéniques tumoraux. Les cellules dendritiques pulsées avec un 
antigène, injectées en intra-cérébral, quittent le parenchyme cérébral en migrant le long de la 
capsule externe pour se rendre au niveau des ganglions cervicaux où va être initiée la réponse 
immunitaire spécifique (183). Les lymphocytes spécifiques qui prolifèrent dans les ganglions 
drainants ont un phénotype particulier qui leur procure un tropisme vers le cerveau. Ce 
phénomène, connu sous le nom « d’imprinting » en anglais ne serait cependant pas dû à 
l’environnement ganglionnaire. Dans le modèle d’implantation tumorale cérébrale décrit par 
Calzascia et al., des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) interviennent dans ce 
phénotype particulier (184). Deuxièmement, une activité immune phagocytaire est présente 
avec la microglie, les macrophages infiltrant la tumeur (tumour-associated macrophage en 
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anglais TAM) (185). La microglie peut représenter jusqu’à un tiers des cellules d’un GBM 
(186). Les macrophages associés aux tumeurs peuvent également induire une 
immunosuppression (187). De plus, il existe dans le sang circulant des patients des 
lymphocytes spécifiques de déterminants antigéniques du GBM. Ceci a été montré in vitro
pour 5 patients ayant un GBM pour lesquels il a été possible d’obtenir une activation de 
lymphocytes CD8+ en réponse à la lignée de GBMU118. Ces lymphocytes avaient été activés 
contre des antigènes communs à la lignée tumorale et la tumeur autologue (188). Enfin, la 
présence de lymphocytes infiltrants la tumeur (tumour infiltrating lymphocyte en anglais TIL)
a été retrouvée chez des patients longs survivants (189-192). 
1.2.3.1.2. L’immunothérapie : une thérapie envisageable pour le GBM ? 
La plupart des essais thérapeutiques d’immunothérapie dans les gliomes malins n’ont pas 
pour le moment permis d’obtenir de bénéfice clinique pour la majorité des patients. Nous 
avons rapporté dans une revue de la littérature les essais thérapeutiques d’immunothérapie 
utilisant des lymphocytes tueurs activés (lymphocyte-activated killer en anglais LAK), LT 
cytotoxiques, TIL, cellules tumorales autologues et cellules dendritiques dans les gliomes de 
haut grade publiés durant les 25 dernières années (193). Nous avons discuté l’efficacité et les 
limites de ces différents essais de phases I/II. Cette approche prometteuse d’immunothérapie 
pourrait être plus efficiente en cas de meilleure caractérisation de la cible et des agents 
d’immunomodulation impliqués.  
ARTICLE N°3: (193)
Overview of cellular immunotherapy for patients with glioblastoma. 
Vauleon E, Avril T, Collet B, Mosser J, Quillien V. 
Clin Dev Immunol. 2010 ; 2010. pii : 689171. 
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Savoir que les cellules immunes peuvent être soit une cible potentielle soit des effecteurs de 
l’immunothérapie et de l’immunomodulation a permis de nombreuses avancées 
thérapeutiques récentes. Hsu a rapporté le premier essai de vaccination avec des cellules 
dendritiques dans le lymphome B folliculaire (194) et Yu le premier essai dans les gliomes 
malins (195). Récemment, dans le cancer de la prostate métastatique résistant à la castration, 
le spilucel-T a obtenu son autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis (196). 
De plus, l’immunomodulation est actuellement une voie thérapeutique innovante notamment 
dans la prise en charge du mélanome localement avancé et métastatique. En effet, les deux 
essais de phase III publiés en 2011 utilisant l’ipilimumab, anticorps anti-CTLA4, ont permis 
d’obtenir une différence de survie globale (197;198). Cet anticorps associé à une 
chimiothérapie standard permet de reverser la tolérance immune des cellules mélanomateuses. 
La tolérance est correcte avec uniquement des effets secondaires auto-immuns avec une prise 
en charge maintenant codifiée. Aucune autre thérapeutique anticancéreuse n’avait pu obtenir 
ce résultat significatif de différence de survie depuis plus de 15 ans dans la prise en charge du 
mélanome métastatique.  
Les propriétés qu’ont les tumeurs de se soustraire au système immun a d’ailleurs été ajouté 
dans les « hallmarks of cancer : the next generation » mis à jour en mars 2011 par Hanahan et 
Weinberg (199) (Cf. Figure 6).  
39
Figure 6 : “Hallmarks of cancer : the next generation”(199).
Ce schéma représente la mise à jour de l’ensemble des propriétés des cellules cancéreuses et des 
principales thérapies ciblées correspondantes. Les cellules cancéreuses étaient caractérisées par 6 
fonctions : l’indépendance vis à vis des facteurs inhibiteurs de croissance, l’activation de l’invasion et 
des métastases, l’immortalité, l’induction de l’angiogenèse, la résistance à la mort cellulaire et la 
prolifération (hanahan 2000). De nouvelles cibles thérapeutiques potentielles et l’exemple le plus 
connu de la biothérapie correspondante ont été ajoutés avec notamment l’utilisation d’inhibiteur de 
cycline dépendante kinase, de l’activation de la réponse immune via un anticorps anti-CTLA4, de 
l’utilisation d’inhibiteur de télomérase, de drogue anti-inflammatoire, d’inhibiteur de c-MET et HGF, 
d’inhibiteur de proapoptotique BH3, d’inhibiteur de la glycolyse aérobique, d’inhibiteur de VEGF, 
d’inhibiteur de PARP, et d’inhibiteur d’EGFR par exemple. 
L’immunothérapie et l’immunomodulation sont ainsi toujours en cours de développement en 
cancérologie, avec des résultats récents prometteurs. A l’ASCO en 2012, l’anticorps anti-PD-
1 (programmed-death 1 en anglais) a été étudié en phase I dans de multiples localisations 
néoplasiques. Cette thérapie ciblant à nouveau un gène d’immunomodulation semble 
prometteuse. De plus, aucune réponse n’a été obtenue chez les patients dont la tumeur 
n’exprimait pas le ligand PD-L1 en IHC. Donc, non seulement l’anticorps anti-PD-1 induit un 
bénéfice clinique mais il existe également un facteur prédictif de réponse (200). 
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En neuro-oncologie, l’ipilimumab a permis l’obtention de réponses au niveau des métastases 
cérébrales de mélanomes et l’anticorps anti-PD-1 dans quelques cas de GBM en phase I. De 
prochains essais vont probablement étudier ces thérapeutiques dans les gliomes de haut grade.  
Nous nous sommes donc intéressés aux gènes immuns pour connaître les plus impliqués dans 
la gliomagenèse et les plus liés à la survie des patients. 
1.2.3.2. Gènes immuns  
De récentes études transcriptomiques ont rapporté des signatures immunes dans les profils 
d’expression des gènes dans les gliomes (166;201-203) et dans le GBM (204-209).  
Nous avons rapporté les différentes études sous forme d’un tableau avec le nombre, le type 
d’échantillons analysés et les gènes retrouvés, dont l’impact pronostique est indiqué dans la 
dernière colonne quand il existe (Cf. Tableau 2).  
Les gènes immuns retrouvés dans les différentes études sont rapportés par certains auteurs 
comme appartenant à des signatures immunes différentes : des signatures générales de type 
réponse immune (147;166;190;201-203;205;209-211), signature cytokinique 
(147;166;201;212-217), présentation via les molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) de type II (201;203;214), ou des signatures cellulaires plus 
précises de type macrophagique-microgliale (190;201;206;208;209;211), lymphocytaire 
(203;206;212;217) plus spécifiquement T (147;190;202-204;210;217;218), B 
(147;201;203;204;213;217), granulocytaire (147;202;203;217) ou NK (201;210;217). 
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Nous allons nous attarder dans ce paragraphe sur les gènes immuns impliqués dans les 
gliomes de haut grade les plus rapportés dans la littérature c'est-à-dire par ordre décroissant 
IGFBP2, SERPIN1/NEXIN, CD14, IFI30, CD44. 
Le gène IGFBP2, codant pour la protéine 2 de liaison du facteur de croissance apparenté à 
l’insuline (insulin-like growth factor-binding protein 2 en anglais) (229), a été rapporté dans 9 
études (165;203;209;220-222;225). Les autres gènes de la même famille ont été également 
retrouvé dans 3 études pour IGFBP3 (217;219;223), dans 2 études pour IGFBP6 (165;219) et 
dans une seule étude pour IGFBP5 (219). IGFBP2 est un gène qui est surexprimé dans les 
cancers de la prostate (230), ovarien (231), mammaire (232), colique (233) et dans 80 % des 
GBM et 20% des gliomes anaplasiques (234) entre autres. Il est fortement exprimé dans les 
cellules astrogliales fœtales puis son expression dans l’astroglie diminue après la naissance 
suggérant que la progression des gliomes est due à une dédifférenciation ou un blocage de 
différenciation (234;235). Ce gène est surexprimé dans les gliomes de haut grade notamment 
dans les GBM (168;203;209;219-221;225) par rapport aux gliomes de bas grade et 
anaplasiques. Le taux sérique d’IGFBP2 est corrélé au grade des gliomes dans une étude 
(236), il est plus élevé en préopératoire chez les patients ayant un gliome de haut grade sans 
effet de l’âge, du sexe, de l’indice KPS préopératoire dans une autre (237). Il est corrélé à la 
SSP des patients pris en charge pour un GBM dans cette étude (237) et la surexpression du 
gène est corrélée à une survie péjorative dans 4 autres études (203;225;238;239). MacDonald 
et al. ont montré notamment que le sous-groupe de GBM n’exprimant ni IGFBP2 ni IQGAP1 
avait une survie plus longue de plus de 3 ans (239). Hsieh et al. ont montré que la 
surexpression d’IGFBP2 est présente dans les cellules souches gliales, son inhibition est 
responsable de la diminution de résistance aux traitements de ces cellules souches gliales in 
vitro (238). 
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La première fonction décrite est celle de se lier au facteur de croissance de l’insuline (insulin 
growth factor en anglais IGF 1 et 2) par son motif spécifique (IGF-binding en anglais) et 
d’inhiber la croissance cellulaire (240) en séquestrant IGF 2 et empêchant ainsi son 
interaction avec son récepteur. Cependant de récentes études ont montré que l’IGFBP2 a pour 
fonction de favoriser la croissance cellulaire et la tumorigénicité de certains cancers 
(241;242). IGFBP2 est impliqué dans la croissance cellulaire via la voie de signalisation 
AKT/PI3K (243;244). Mehrain-Shai et al. ont montré que l’expression d’IGFBP2 est 
négativement régulée par PTEN (244). In vitro, p16
 INK4a  
inhibe la fonction oncogénique 
d’IGFBP2 dans des lignées de gliomes ainsi que dans 90 lignées de cancers. En cas de 
délétion de p16
INK4a
, il semblerait intéressant d’inhiber l’expression d’IGFBP2 comme dans le 
modèle murin décrit par Moore et al. (245). Non seulement IGFBP2 active la voie AKT mais 
il collabore avec K-Ras ou PDGFB dans le développement astrocytaire et oligodendroglial 
respectivement et dans la progression tumorale de ces deux types de gliomes (243). 
Il intervient également dans l’invasion cellulaire via des interactions avec les métalloprotéases 
notamment MMP-2 (matrix métalloprotease 2 en anglais MMP-2) (246), les intégrines 5 in 
vitro (247;248), 1 (249), les kinases liées aux intégrines (intégrin-linked kinase en anglais 
ILK) (248;250;251). Notamment Rorive et al. ont montré que MMP-9 protéolyse le complexe 
formé par IGFBP2-IGF 2 in vitro libérant l’IGF 2, favorisant ainsi non seulement la 
croissance des cellules astrocytaires LN229 mais également leur motilité (252). 
Du point de vue immun, les cellules microgliales macrophagique CD68+ infiltrant la tumeur 
expriment IGFBP2 dans le modèle de rat C6 GBM (253). Ce gène est un facteur de croissance 
qui favorise également la prolifération des cellules mononuclées du sang périphérique et leur 
activation par l’anticorps anti-CD3 (254). IGFBP2 est immunogène dans le cancer du sein : 
des anticorps IgG spécifiques d’IGFBP2 sont détectés dans le sang de patientes traitées pour 
un cancer du sein comparativement aux témoins (255). La majorité des peptides d’IGFBP2 
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présentés par des molécules de classe II sont reconnus par des cellules T humaines. Dans un 
modèle de souris, la vaccination à base de 3 peptides d’IGFBP2, épitopes humains 
immunogènes chez la souris, inhibe la croissance cellulaire de 50% par rapport aux contrôles 
(255). Dans le GBM, Dutoit et al. ont recherché des antigènes spécifiques des GBM en 
étudiant l’élution des peptides liés aux molécules du CMH de classe I, à partir de 32 tumeurs 
de GBM HLA-A02. Plus de 3000 peptides restreints HLA-A2 ont ainsi été mis en évidence, 
dont 309 dérivés de gènes surexprimés dans les GBM par rapport au cerveau normal. Parmi 
ces 309 peptides, les auteurs en ont retenu 35 impliqués dans des voies de signalisations 
oncogéniques de prolifération et d’invasion, dont 10 sont immunogènes, notamment un gène 
de cette grande famille : IGF2BP3 (256). Le vaccin IMA-950, comportant ces 10 peptides 
immunogènes, est actuellement étudié en phase I/II aux Etats-Unis (NCT01403285). Une 
étude a rapporté que ce gène IGF2BP3, qui module également le taux de la protéine IGF 2, 
peut être considéré comme un marqueur de prolifération et d’invasion dans le GBM (257). 
La famille des gènes appelés SERPIN ou inhibiteurs de sérine protéase a été retrouvée dans 
de nombreuses études dans le GBM (153;164;165;168;203;207;209;216;217;219;222). Ces 
gènes sont connus pour intervenir dans les processus biologiques tels que la coagulation, 
l’apoptose et l’inflammation (258;259). 
SERPINE 1 ou l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (plasminogen activator inhibitor 1 
en anglais PAI-1) correspond comme son nom l’indique à un médiateur important de la 
coagulation grâce à l’inhibition de l’urokinase activatrice du plasminogène (urokinase-type 
plasminogen activator en anglais uPA) et l’activateur tissulaire du plasminogène (tissue-type 
plasminogene activator en anglais tPA). Il intervient dans la migration et l’invasion cellulaire 
au niveau tumoral. En effet, PAI-1 bloque les interactions entre les intégrines et le récepteur 
d’uPA, induisant la dégradation de la matrice extracellulaire, qui libère des facteurs de 
croissance et des facteurs angiogéniques (260-262).
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SERPINB3 ou SCCA1 a été également étudié en oncologie. Il est rapporté comme un facteur 
pronostique indépendant dans une série rétrospective de 296 patientes traitées par 
anthracycline plus ou moins docétaxel en séquentiel pour un cancer du sein. La positivité de 
SERPINB3 en IHC est associée à une survie plus courte des patientes si elles ont été traitées 
par anthracycline seule par rapport à celles traitées par anthracycline et docétaxel ou 
SERPINB3 négative (263). Une expression forte de la protéine SERPINB3 a été également 
rapportée dans le cancer de l’ovaire résistant au platine (264), et elle est associée à une SSP 
plus courte. Dans les cancers bronchopulmonaires non à petites cellules traités par des 
chimiothérapies à base de platine, l’expression de SERPINB3 est corrélée négativement à la 
réponse clinique (265).
Dans le GBM, les gènes de la famille des SERPIN semblent surexprimés dans la plupart des 
études à l’exception de 2 études où le (s) gène (s) Nexin (168), SERPIN et SERTPINH2 (222) 
sont retrouvés sous-exprimés dans les GBM. Les gènes les plus fréquemment rapportés sont 
Nexin ou PAI-1 ou SERPINE1 dans 6 études (164;165;168;203;209;219), SERPING1 dans 3 
études (164;165;207) dont une met en évidence un impact pronostique positif (207). Un taux 
sérique de SERPIN/NEXIN/PAI-1 est plus élevé chez les patients ayant un gliome de haut 
grade par rapport à ceux ayant un gliome de bas grade; un taux bas chez un patient ayant un 
haut grade est associé à une survie plus longue dans une étude (266). Une concentration 
élevée de SERPIN a été également mise en évidence dans les cellules de GBM résistantes au 
cisplatine in vitro (267). L’expression a été rapportée comme plus élevée dans les GBM que 
dans les autres grades dans 2 autres études (216;268)et elle serait également associée à la 
survie dans une autre (269). En IHC, la localisation de PAI-1 est proche des vaisseaux et des 
zones nécrotiques palissadique (269;270) et stimulerait l’expression de VEGF in vitro (271). 
Dans le GBM, il a été mis en évidence que l’expression de SERPINE1 est régulée par TGF
(272), notamment au niveau du promoteur du gène SERPINE1 (273;274). Les cytokines telles 
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que le facteur de nécrose tumorale  (tumor necrosis factor  en anglais TNF) et TGF, qui 
sont également rapportés différentiellement exprimés dans le GBM, favorisent l’induction de 
l’expression de PAI-1 dans les astrocytes (275;276). Les chimiokines telles que CXCL12 
seule ou avec TNF et TGF, augmentent également l’expression de PAI-1 dans les 
astrocytes exprimant la chimiokine de type C-X-C 4 (CXCR4+) via la voie ERK ou MAPK 
(277). La voie de signalisation CXCL12/CXCR4 intervient ainsi dans l’invasion et 
l’angiogenèse tumorale des gliomes via l’expression de PAI-1 (277).  
Du point de vue immun, de récentes études ont montré l’implication des SERPIN dans le 
système immun (278;279). En effet, des altérations des SERPIN notamment SERPINB3 ont 
été rapportées chez les patients présentant des maladies auto-immunes (278;279). Récemment 
un modèle murin déficient en SERPINB1 a montré une susceptibilité plus élevée d’infections 
suite à la mort cellulaire programmée de neutrophiles matures (278). Le gène SERPING1, 
surexprimé dans le GBM, code pour une protéine C1 inhibiteur esterase, qui peut intervenir 
dans la réponse immune innée et notamment dans la prévention du sepsis (280). 
CD14 est le 3
ème
 gène immun le plus fréquemment rapporté dans le glioblastome dans la 
littérature (147;165;203;208;209;214;217). D’autres gènes exprimés par les monocytes et les 
macrophages sont également fréquemment rapportés dans la littérature, comme par exemple 
les clusters de différenciation CD163 et CD68 rapportés dans 4 (165;208;209;222) et 3 études 
(190;206;222). CD14 code pour deux protéines, une forme soluble secrétée par les monocytes 
et les hépatocytes et une forme ancrée dans la membrane (281;282). CD14 est exprimé 
principalement par les macrophages, et moins fréquemment par les neutrophiles et les cellules 
dendritiques (281;283). La protéine CD14 intervient dans l’immunité innée, elle forme un 
complexe avec les récepteurs de type toll 4 (Toll-like receptor en anglais TLR4) et le co-
récepteur membranaire MD2 (284;285) pour détecter notamment le liposaccharide bactérien 
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(LPS). Le CD14 est également capable de favoriser la formation du complexe tertiaire TLR1-
TLR2-Pam3-CSK4 en réponse aux infections microbiennes (286). Le dosage sérique du 
CD14 soluble a été étudié dans une cohorte de 1079 patients ayant un gliome et 736 
volontaires sains. Le gliome est associé à un taux élevé de CD14 soluble (OR=3,94 (95% CI : 
2,98-5,21)) notamment chez les patients ayant un GBM (54). Le CD14 est capable d’inhiber 
l’activation et la prolifération lymphocytaire T, dans un système in vitro de stimulation, via 
une interaction directe avec les lymphocytes ou via une inhibition de production d’IL2. Le 
CD14 soluble peut également entrainer une diminution de production d’interféron  (IFN) et 
d’interleukine 4 (IL4) (58). CD14 soluble peut par ailleurs réprimer le développement des 
lymphocytes B et réduire la production d’IgE. De récentes études dans le cancer ovarien et 
pancréatique montre que les anticorps IgE peuvent avoir une activité antitumorale par 
cytotoxicité dépendante des anticorps (antibody-dependent cellular cytotoxicity en anglais 
ADCC) (287;288). 
Les TLR sont exprimés entre autres à la surface des macrophages et des cellules dendritiques 
et ils ont comme principale fonction la reconnaissance des éléments pathogènes et l’activation 
de l’immunité. Récemment, l’implication de la famille des TLR a été décrite dans la 
progression tumorale et la résistance à la chimiothérapie (289). Dans les gliomes, le gène 
codant TLR2 est trouvé différentiellement exprimé dans 4 études (147;190;202;206), TLR1 
dans 3 études (202;208), TLR7 dans 3 études (190;204;217), TLR8 dans 2 études (190;208), 
et TLR3, 5 et 6 dans une étude (190). Dans le GBM, un niveau plus élevé de TLR4 a été 
rapporté versus le tissu cérébral normal (290). Le TNF augmente l’expression de TLR4 dans 
les cellules gliales et active in vitro deux voies de signalisation via l’axe TLR4-AKT et HIF-
1 et via l’axe TLR4-NFB (290). Dans un modèle murin de xénogreffe de GBM, l’injection 
de LPS permet une réduction tumorale. Cette injection induit une infiltration première de 
neutrophiles puis de macrophages, sans expression de TLR4 et CD14 au niveau des cellules 
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de GBM. L’effet antitumoral du LPS, via TLR4 serait médié non pas par les cellules 
gliomateuses mais par la microglie et d’autres cellules inflammatoires (291).  
Le TLR9 est exprimé au niveau des cellules macrophagiques, microgliales au niveau du GBM 
(292). Les oligonucléotides riches en CpG (CpG-ODN) induisent la sous-expression de TLR9 
et l’apoptose des cellules de GBM in vitro et in vivo. La stimulation par des CpG favorise la 
présentation des antigènes par la microglie, la réponse immune T CD8+ et diminue le nombre 
de lymphocytes T régulateurs (LTreg) (293). Une phase II a étudié l’efficacité de 
l’administration de CpG-ODN (CpG-28) localement chez 34 patients présentant un GBM 
récidivant (294). L’administration de CpG-28 est bien tolérée et la SSP à 6 mois est de 19%, 
avec 8 patients vivants 1 an après l’inclusion et 5 à 2 ans. Une infiltration importante du GBM 
par les cellules immunes avec une expression forte de TLR9 pourrait être un moyen de 
sélectionner des patients qui bénéficieraient le plus de cette approche thérapeutique. 
Les gènes codant pour l’IFN ou régulés par l’IFN sont également différentiellement exprimés 
dans le GBM : notamment IFI30 dans 6 études (147;165;203;209;214;225), AIF1 dans 3 
études (190;201;206), IFITM3 (203;217), IFNG (210;217), MX1 (201;227) dans 2 études, 
IFN9-27 (212), IFI44 (227), IFI116 (222), IFITM1 (217), IFIT3 (227), IFNGR1 (217), IFNA
(217), IFNAR2 (217) dans une étude. La famille des IFN est constituée de polypeptides 
sécrétés, qui sont classés chez l’homme en 3 groupes : IFN de type I (IFN /) qui se lie au 
récepteur d’IFN (IFNAR) et dont la fonction principale est la défense de l’organisme contre 
les virus ; IFN de type II (IFN), produit par les cellules immunes, qui se lie aux récepteurs 
d’IFN (IFNGR) et dont la fonction principale est l’activation et la modulation de la réponse 
immune innée et acquise ; IFN de type III (IFN ou IL28 et IL29), qui ont des activités 
antivirales et antiprolifératives (295;296). 
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L’IFN active également la voie de signalisation du signal de transduction et d’activation de 
transcription 1 (STAT1) qui inhibe la prolifération et favorise l’apoptose (297-299), mais une 
activation constitutive de cette voie dans les cellules cancéreuses stimule la croissance 
cellulaire et la résistance à la radiothérapie et à la chimiothérapie (300-302). Cette signature 
IFN/STAT1 a été étudiée dans le GBM, montrant que les gènes IFI44, ISG15, MX1, OAS1, 
STAT1 sont associés à la survie dans les GBM proneuraux (227). L’activation constitutive de 
cette voie de signalisation pourrait être une des explications de la résistance aux traitements et 
l’absence de bénéfice d’un traitement intensif (147).  
Le gène, qui code pour la protéine 30 inductible par l’IFN ou l’enzyme lysosomale thiol-
réductase inductible par l’IFN (IFI30 ou GILT) est surexprimé dans le GBM. Dans les 
lignées de mélanome, GILT augmente les molécules HLA-DM, qui favorisent l’endocytose 
d’antigènes retreints au CMH II et la reconnaissance par les LT CD4+ (303;304). La famille 
des gènes codant pour des protéines transmembranaires induites par l’IFN telles que IFITM1, 
IFITM3 peut moduler l’adhésion cellulaire et influencer la différenciation cellulaire dans les 
cellules germinales d’un modèle murin (305).  
AIF1 ou facteur inflammatoire 1 d’allogreffe (appelé également Iba1) est un gène également 
induit par l’IFN et exprimé dans les macrophages. Il joue un rôle important dans l’activité 
pro-inflammatoire macrophagique (306). Dans les gliomes humains, il a été rapportée une 
corrélation entre un grade élevé et une expression forte d’AIF1 en IHC au niveau des cellules 
microgliales activées (co-expression AIF1 et HLA-DR, DP, DQ) présentes dans les zones de 
croissance tumorale et des macrophages infiltrants (co-expression AIF1 et CD68) présents 
dans les zones d’infiltration tumorale importante ainsi qu’en zone périvasculaire (307). 
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Le gène CD44 est retrouvé différentiellement exprimé dans 4 études (164;203;206;223). La 
protéine CD44 est une glycoprotéine de surface, qui présente de nombreux variants suite à 
divers épissages alternatifs. Elle participe avec les cytokines telles que TNF et IL1 à 
l’activation lymphocytaire, la recirculation, le homing et la réponse immunitaire (308). Elle 
est impliquée dans les interactions cellules-cellules, cellules-matrice extracellulaire, 
l’adhésion cellulaire et la migration. En effet, elle correspond à un récepteur pour l’acide 
hyaluronique, composant crucial de la matrice extracellulaire, et elle peut interagir avec de 
nombreux ligands tels que les MMP, le collagène, l’ostéopontin. Le variant d’épissage v6 de 
CD44 interagit avec les MMP et des facteurs de croissance pour induire une invasion 
cellulaire et une inhibition de l’apoptose (309-311). Dans un modèle de xénogreffe de GBM, 
MMP-9 est associé à CD44 à la surface des cellules et MMP-9 est capable de cliver CD44 
(312), permettant aux cellules de diffuser et d’infiltrer le tissu cérébral (313;314). 
CD44 interagit également avec le récepteur à activité kinase c-Met dont le ligand est le facteur 
de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth factor en anglais HGF), responsable non 
seulement de la migration des cellules musculaires au cours du développement de l’embryon 
mais également de la prolifération et de l’invasion cellulaire de cellules adénocarcinomateuses 
coliques humaines (315;316). Le gène c-Met est surexprimé ou muté dans de nombreux 
cancers. CD44 agit comme promoteur de tumeur dans les cellules de carcinome pancréatique 
où c-Met est surexprimé (317). L’interaction entre CD44 et c-Met permettrait l’activation de 
c-Met (316), grâce à la formation d’un complexe tertiaire CD44-c-Met-HGF, dont la partie 
cytoplasmique de CD44 est nécessaire pour transmettre le signal du récepteur de c-Met aux 
cibles cytoplasmiques. 
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Mais d’autres études ont montré à l’opposé que la surexpression de CD44 standard ou variant 
peut inhiber l’invasion et le potentiel métastatique, comme un suppresseur de tumeur 
notamment dans le cancer de la prostate (318;319). Le rôle suppresseur de tumeur de CD44 
semble en partie lié in vitro à la merline, qui est le produit du gène de la neurofibromatose de 
type 2 (NF2). La protéine merline se lie à CD44 interférant avec la transduction du signal 
Ras/PI3K/AKT, induisant l’arrêt de la croissance cellulaire (320;321). 
CD44 peut également former un complexe avec CD74, qui code la chaîne invariante associée 
à HLA-DR (322;323) impliquée dans la formation et le transport des protéines du complexe 
majeur d’histocompatibilité de classe II (324). Le facteur d’inhibition de la migration 
macrophagique (macrophage migration inhibitory factor en anglais MIF) a été identifié 
comme le ligand naturel de CD74, favorisant l’activation de cellules immunes telles que les 
monocytes/macrophages (325). MIF active les voies AKT et ERK MAPK via un complexe 
formé par CD74 et CXCR4 (326-328) et MIF attire les monocytes et les LT via son 
interaction avec les récepteurs CXCR4 et CXCR2 (329;330). RPS19, secrété par les cellules 
apoptotiques (331), est capable d’inhiber l’interaction entre MIF, CD74 et CXCR2 à la 
surface cellulaire (332). Dans le GBM, l’accumulation de MIF dans les zones nécrotiques et 
la surexpression de MIF lors du stress hypoxique pourraient jouer un rôle dans la 
néovascularisation (333). Dans une étude de 36 gliomes de haut grade dont 20 GBM, la 
surexpression de MIF est corrélée à un pronostic péjoratif avec une survie sans récidive plus 
courte (334). Dans une autre étude, l’expression de MIF est corrélée aux grades et 
l’expression de l’ARNm est 800 fois plus élevée dans les 166 gliomes versus les 23 cerveaux 
normaux (335). Les lignées de gliomes p53 sauvage ont une expression également plus élevée 
que celles mutées. Le blocage de MIF par un ARN interférant augmente la susceptibilité de 
lyse cytotoxique médiée par les cellules NK. MIF participerait à la tolérance immune dans les 
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gliomes malins via son action sur les cellules NK et CD8+ en sous-exprimant le récepteur 
activateur NKG2D (335). 
D’autres gènes impliqués dans la matrice extracellulaire comme celui de l’inhibiteur de la 
MMP-1 (tissue inhibitor of MMP1 en anglais TIMP-1) (164;209;225) ou dans la migration 
des cellules leucocytaires tels que CD99 (203;214;223), CD74 (167;201;203;204), CXCR4
(165;217;220), MIF (219) et d’autres gènes codant pour des chimiokines sont 
différentiellement exprimés dans le GBM.  
Potentiellement d’autres gènes d’intérêt ont été rapportés dans la littérature, cependant il est 
difficile de mettre en évidence que l’action de ces gènes dans le GBM est liée principalement 
à des fonctions immunes. 
1.3. Infiltration cellulaire du GBM
Après l’étude des gènes immuns différentiellement exprimés dans le GBM, nous avons 
souhaité étudier les cellules immunitaires impliquées dans le GBM. Après un rappel des 
cellules immunitaires impliquées dans la réponse immune, nous décrirons les cellules 
immunes infiltrant le GBM. Puis nous rapporterons les autres cellules du GBM, qui peuvent 
moduler les fonctions et/ou le recrutement des cellules immunitaires. Enfin, nous nous 
intéresserons à l’environnement immunosuppresseur du GBM. 
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1.3.1. Rappel sur les principales populations du système 
immunitaire 
La finalité du système immun est d’éliminer les éléments considérés comme étrangers « non 
soi » plus ou moins spécifiquement. La surveillance immune correspond par définition à la 
fonction physiologique de destruction des cellules transformées ou néoplasiques par le 
système immun non compromis (336). L’implication du système immun dans la 
reconnaissance et l’élimination des cellules cancéreuses a été évoquée pour la première fois 
au XIXème siècle par Coley devant la régression spontanée de tumeurs dans un contexte 
infectieux (337).  
Les cellules immunes impliquées dans la réponse antitumorale ont été étudiées, leurs 
interactions sont schématisées ci-dessous (Cf. Figure 7). 
Figure 7 : schéma de la réponse immune antitumorale (innée et acquise) (338).
Les cellules tumorales sont détruites via une réponse innée médiée par les cellules NK et 
macrophages, mais également via une réponse immune acquise passant par la présentation des 
antigènes par les CPA et la coopération des LB et LT CD4+ et CD8+ amenant la lyse 
spécifique par les lymphocytes cytotoxiques.  
(CTL : lymphocyte T cytotoxique, CPA : cellule présentatrice d’antigènes, NK : cellule natural killer, 
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité, TCR : récepteur cellulaire du lymphocyte T). 
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La réponse immunitaire dite innée élimine les agents pathogènes sans reconnaissance 
spécifique. Elle correspond au premier rempart de défense de l’organisme vis-à-vis des 
cellules cancéreuses notamment. Elle implique les cellules tueuses (natural killer en anglais 
NK), les lymphocytes NKT (capables de sécréter l’IL2 et l’IFN, qui interagissent avec les 
cellules NK et les LT CD8+), les lymphocytes T  (ayant des TCR et des récepteurs 
activateurs de lyse comme par exemple NKG2D, CD160, et KIR2DS) et les cellules 
phagocytaires, notamment les macrophages qui induisent une ADCC. Elle est favorisée par la 
sécrétion d’immunomodulateurs tels que le TNF, les dérivés nitrés ou radicaux libres 
oxygénés.  
Contrairement à la réponse innée, la réponse acquise est très spécifique, lymphocyte 
dépendante, avec une possibilité de phénomène mémoire. Elle comporte 4 phases : 
reconnaissance-activation, prolifération, phase effectrice et mémoire. 
Les antigènes (Ag), substances capables d’être reconnues et d’induire une réaction immune, 
proviennent soit de la dégradation de protéines endogènes, ils sont alors apprêtés puis 
présentés aux LT cytotoxiques CD8+ couplés aux molécules du CMH I; soit d’antigènes 
exogènes et sont présentés aux LT auxiliaires CD4+ couplés aux CMH II. Pour qu’une 
protéine soit immunogène, la région antigénique dite épitope doit être reconnue 
spécifiquement par les récepteurs cellulaires T ou B (TCR ou BCR) via une présentation par 
une molécule du CMH I ou II. Le concept de reconnaissance des cellules cancéreuses par le 
système immun a été démontré par Burnet et notamment le pouvoir immunogène de certaines 
tumeurs (336). Les Ag tumoraux ont été mis en évidence dans le mélanome dans un premier 
temps, puis dans d’autres types tumoraux (339). La réponse immunitaire spécifique est non 
seulement CMH restreinte mais un deuxième signal de co-stimulation est nécessaire, induit 
par les molécules stimulatrices de type B7-1 et B7-2 sur la CPA reconnaissant le CD28 sur les 
lymphocytes. Ces molécules peuvent aussi interagir avec la molécule CD152 (CTLA-4 : 
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cytotoxic T lymphocyte antigen 4) et alors provoquer un signal inhibiteur. Les molécules 
B7H1 ou PD-L1 présentes sur les CPA et les cellules tumorales ont quant à elles une action 
inhibitrice via PD-1 sur les lymphocytes.  
Les LT CD4+ se distinguent en fonction des profils cytokiniques Th1 et Th2 favorisant la 
réponse cellulaire ou humorale. La voie humorale a pour fonction d’éliminer les agents 
pathogènes extracellulaires et la voie cellulaire élimine les cellules du soi altérées par une 
infection ou une tumeur. Les lymphocytes T helper de type Th1 sont caractérisés par la 
production de cytokines pro-inflammatoires comme IFN, IL2, et TNF. Ces cellules sont 
impliquées dans l’immunité cellulaire et stimulent la phagocytose et la destruction des 
pathogènes microbiens. Les lymphocytes T helper de type Th2 sont eux caractérisés par la 
production d’IL4, IL5, IL9, IL10 et IL13. Les lymphocytes CD8+ sont dit cytotoxiques ou 
(cytotoxic T lymphocytes en anglais CTL), ils sont responsables de la lyse spécifique des 
cellules tumorales. Les LT qui expriment CD4+ CD25+ et le facteur de transcription Scurfin 
mieux connu sous son appélation en anglais Forkhead box protéine P3 (FoxP3) sont dits LT 
régulateurs (LTreg) (340). Ces cellules sont impliquées dans l’inhibition de la réponse 
immune notamment après que l’organisme étranger ait été éliminé ou pour prévenir l’auto-
immunité. Plusieurs études ont montré que l’infiltration de LTreg est associée à une survie 
plus courte (341) ou à un phénotype à risque métastatique (342) notamment dans le cancer de 
l’ovaire.  
Les lymphocytes B sont responsables de la réponse humorale, ils sont capables de capter et de 
présenter un antigène. Lors de la réponse humorale, les lymphocytes B sécrètent des anticorps 
spécifiques. Lors de la réponse cellulaire, les antigènes sont présentés par des CPA dont les 
lymphocytes B en association avec des molécules de co-stimulations.  
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Les CPA, cellules présentatrices d’antigènes, correspondent aux macrophages, aux cellules 
dendritiques (dendritic cell en anglais DC) et aux LB. Elles sont capables d’apprêter les Ag 
pour les présenter dans le contexte CMH aux LT. Seules les DC sont capables de stimuler les 
LT naïfs, elles sont donc appelées également cellules professionnelles de présentation des Ag. 
Les progéniteurs myéloïdes et les cellules suppressives dérivées des myéloïdes (myéloïd-
derived suppressor cell en anglais MDSC) comme leur nom l’indique inhibent les CTL et les 
NK (343;344). Les MDSC sont capables également de changer leur phénotype et de 
ressembler aux cellules endothéliales, elles expriment alors leurs marqueurs de surface 
comme CD31 et VEGFR2 (345). D’autres cellules issues de la moelle osseuse notamment les 
monocytes peuvent aussi se différencier et/ou induire l’angiogenèse tumorale (346;347). 
Une communication est nécessaire entre les cellules du microenvironnement et les cellules 
cancéreuses. Les cytokines sont des substances solubles de communication synthétisées par 
les cellules immunes principalement. Elles regroupent les familles d’IFN, d’IL, de TNF, de 
TGF, des facteurs de croissance de cellules hématopoiétiques (colony stimulating factors en 
anglais CSF) et de chimiokines (chimiotactiques de type CCL et CXCL). 
Les cytokines interviennent dans la régulation des cellules effectrices immunitaires. 
Lorsqu’une cytokine se fixe à son récepteur, un signal intracellulaire est induit changeant 
l’expression des gènes, modulant la réponse immunitaire. D’autres cytokines appelées 
chimiokines ont pour principale fonction d’attirer certaines cellules cytotoxiques notamment. 
Ainsi, les infiltrats leucocytaires peuvent soit être le témoin du développement d’une réaction 
immune favorable pour le patient, soit plutôt favoriser la croissance tumorale (348;349). 
Nous allons étudier l’infiltration des cellules immunes dans le GBM dans le prochain 
paragraphe. 
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1.3.2. Cellules immunitaires décrites dans le GBM 
Nous décrivons dans ce paragraphe les différentes publications étudiant l’infiltration de 
cellules immunes dans les gliomes et notamment dans les GBM et leur impact pronostique. 
1.3.2.1. Infiltration macrophagique et microgliale 
La présence de la microglie dans les tumeurs cérébrales a été rapportée en 1921 par Rio-
Hortega (350) et sa capacité de phagocytose décrite pour la première fois par Penfield en 1925 
(351). La première étude qui a rapporté une infiltration macrophagique (cellules exprimant 
FMC33) date de 1988, elle retrouve une infiltration plus importante dans les gliomes de haut 
grade (36% des 15 gliomes de haut grade) versus bas grade (26% des 5 gliomes de bas grade) 
(352). En IHC, les cellules macrophagiques sont décrites comme positives pour CD68 
(159;353-357) ou CD11b (358) ou Iba1/AIF1 (190). Le ratio de macrophages de type M2 
peut être recherché (nombre de cellules CD163+ / nombre de cellules Iba1+) (359) 
L’expression de HO-1, une enzyme du catabolisme de l’hème, est associée aux macrophages 
activés infiltrants et la densité vasculaire dans une autre étude (356). En cytométrie de flux, 
les cellules macrophagiques sont décrites comme CD11b+/c+ CD45
high 
et les cellules 
microgliales comme CD11b+/CD45
 low 
(185;360).  
Cette infiltration macrophagique et microgliale est l’infiltration de cellules immunes la plus 
fréquente dans les gliomes de haut grade. En effet, deux études rapportent que 100% des 
échantillons de gliomes de haut grade présentent une infiltration microgliale macrophagique 
(n=92 (361), n=21 (354), et deux études retrouvent également cette infiltration dans 100% des 
GBM : dans les 63 échantillons de GBM publiés par Yang (357) et dans les 4 cas de GBM 
publiés plus récemment par Lu (159). Cette infiltration se situe dans plus de 90% des cas, en 
zone périvasculaire (361), (357). Cette infiltration de macrophages/microglie est également 
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prédominante par rapport aux autres cellules immunes, elle correspond à environ un tiers de 
l’infiltration de cellules immunes (352;354;362). Hussain rapporte environ 6 fois plus de 
cellules de microglie/macrophages que de lymphocytes (185;363), Parney un ratio de 3 (360) 
et Donson rapporte également un ratio de 5 entre l’infiltration maximale de cellules 
microgliales/macrophagique de cellules AIF1+ > 75
ème
 percentile sur la somme des 
infiltrations maximales de cellules LT CD4+ et LT CD8+ (190). 
Le nombre moyen de cellules macrophagiques/microgliales infiltrantes est exprimé de 
diverses manières : nombre de cellules moyen compté en microscopie (moyenne de 11,9 +/- 
10,3 avec des extrêmes compris entre 1 et 30 (352) pour un champ 10X (HPF), moyennes 
d’environ 100 cellules par agrandissement de 400 avec des extrêmes compris entre 32 et 162 
(356) avec des extrêmes d’infiltration de cellules AIF1+ de plus du 75
ème
 percentile compris 
entre 0 et 220 cellules (190)) ; nombre par gramme de tumeur (3,2 10
6
 cellules par gramme de 
tumeur) (185), nombre en mm² (471, 81 cellules /mm²) (355), et en fonction du nombre de 
cellules viables en cytométrie de flux (moyenne de cellules microgliales =1,65% parmi les 
cellules viables, avec des extrêmes compris entre 0,37% et 3,92% et moyenne de cellules 
macrophagiques = 6,25% parmi les cellules viables, avec des extrêmes compris entre 1,56% 
et 15,3% (360).  
Quatre études soulignent que l’infiltration de macrophages/microglie est plus élevée en cas de 
gliomes de haut grade versus les tumeurs de bas grade (355-357;364) une étude montre une 
infiltration plus élevée dans les GBM par rapport à du cerveau normal (353) et une autre 
versus des tumeurs non gliales (364). 
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Une étude montre une meilleure survie en cas d’infiltration par des cellules de type 
macrophagique (nombre de cellules AIF1+ > 75
ème
 percentile) (190). Une autre étude met en 
évidence une meilleure survie en cas de ratio CD163/CD68 ou CD163/AIF1 faible (355). 
L’analyse de Rossi et al. ne retrouve par contre pas de lien entre l’infiltration 
macrophagique/microgliale et la survie. Une étude a rapporté une infiltration plus importante 
de cellules exprimant CD68+ et de cellules exprimant CD3+ chez les patients répondeurs à la 
radiothérapie (n=15) (204).  
Les cellules de la microglie infiltrante proviennent de deux origines, soit de la microglie 
parenchymateuse intrinsèque soit des précurseurs sanguins de la moelle osseuse (365). Une 
BHE fonctionnelle n’empêche pas la migration des précurseurs de microglie dérivés de la 
moelle osseuse, en effet une étude a montré que ces cellules migraient en absence 
d’irradiation responsable de la rupture de BHE dans des cas d’astrocytomes pilocytiques 
(366). Les gliomes favorisent le recrutement et la prolifération de la microglie en sécrétant par 
exemple CCL2/MCP1, MCP3 via leur récepteur CCR2 exprimé à la surface des cellules 
microgliales, ou GM-CSF et G-CSF (367-369). Dans une étude, CX3CL1 est décrit comme 
capable non seulement de recruter les cellules microgliales/macrophagiques via leur récepteur 
CX3CR1, mais CX3CL1 augmente également l’expression de MMP-2, MMP-9 et MMP-14 
dans ces cellules (370). Ces MMP induisent la dégradation de la matrice extracellulaire 
permettant la migration des cellules microgliales/macrophagiques mais également des cellules 
gliales. Les cellules gliales et microgliales secrètent IL6 et expriment son récepteur à leur 
surface (371;372). Or IL6 est capable d’induire la migration et l’invasion des cellules 
tumorales (372;373). 
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Hussain et al. ont montré dans leur étude que la microglie infiltrant les gliomes n’induit ni la 
sécrétion de cytokines inflammatoires telles que IL1 et TNF, qui jouent un rôle crucial dans 
la réponse immune innée, ni la médiation de la réponse immune acquise (185). Wu et al.
confirment que cette infiltration est composée principalement de cellules polarisées en M2, 
qui ont une réduction de leur activité phagocytaire et de leur capacité de stimulation de la 
prolifération des LT via la sécrétion de cytokines immunosuppressive telles que IL10 et TGF
(187).  
De plus, les macrophages infiltrant la tumeur se localisent préférentiellement au niveau des 
zones hypoxiques nécrotiques, où ils coopèrent avec les cellules gliales pour promouvoir 
l’angiogenèse via HIF1 et VEGF notamment (374). Dans les gliomes, L’infiltration 
macrophagique microgliale est corrélée à la densité vasculaire et favoriserait la 
vascularisation ou la néoangiogenèse (356). 
La microglie est capable de créer un environnement immunosuppresseur favorable à la 
prolifération des cellules gliales, leur invasion et la néoangiogenèse (356;375-379).  
1.3.2.2. Infiltration lymphocytaire 
La première étude de l’infiltration de cellules immunes est une série d’autopsies publiée en 
1971, qui a mis en évidence une infiltration lymphocytaire dans 65% des gliomes dont 14% 
correspond à une infiltration importante (380). Initialement, l’infiltration lymphocytaire était 
mise en évidence selon la morphologie histologique des lymphocytes au sein des gliomes 
(381-385). Trois de ces cinq études montrent que l’infiltration est associée à un meilleur 
pronostic dans le GBM (381-383). 
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En IHC, l’infiltration lymphocytaire est plus récemment mieux caractérisée par l’utilisation 
d’anticorps anti-Leu 4 CD3+ pour les LT, anti-Leu 3a, CD4+ pour les LT helper, anti-Leu 2a 
CD8+ pour les LT cytotoxiques, anti Ia CD20+ pour les LB. En cytométrie de flux, il est de 
plus mis en évidence au sein de la population lymphocytaire non seulement les lymphocytes 
helper et cytotoxiques mais également les LTreg qui sont par définition des LT CD4+ CD25+ 
FoxP3+.  
Une infiltration lymphocytaire dans les gliomes a été rapportée dans 16 études 
(192;354;357;358;361;362;380-383;386-391), avec en moyenne une infiltration retrouvée 
dans 63% des cas de gliomes de haut grade (357;380-382;390;391), avec des extrêmes entre 
11,5% (383) et 100% des gliomes infiltrés (358;389). Le nombre de lymphocytes infiltrants 
CD3+ varie d’une analyse à l’autre ainsi que les méthodes de comptage. En microscopie, une 
moyenne de 3,1 +/-3,0 de cellules CD3+ est retrouvée au grossissement x 10 dans une 
première étude (352), une moyenne de 1,98% de cellules CD4+ avec des extrêmes entre 0 et 
37% et 1,26% de cellules CD8+ avec des extrêmes entre 0 et 8,2% au grossissement 400 dans 
une étude récente (190), et 212500 cellules per mm
3
 sont CD3+ dans une dernière étude 
(358). Par technique de cytométrie de flux, l’infiltration lymphocytaire CD45+CD11b- 
correspond à 2,5% cellules viables dans une étude (360) la fréquence d’infiltration moyenne 
est inférieure à 0,1% de cellules CD3+/CD4+ ou CD3+/CD8+ dans une autre étude (363).
Une dernière étude définit les lymphocytes sur des critères de taille/structure et trouve une 
infiltration moyenne de 18% (extrêmes compris entre 12 et 21%) dans les GBM (293). 
Au sein des lymphocytes, il est rapportée une prédominance de LT CD8+ cytotoxiques dans 7 
études (352;354;389;391-394), contrairement à une étude qui retrouve une infiltration 
composée en prédominance de cellules CD3+/CD4+. A noter dans cette étude que les 
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lymphocytes exprimant CD8 n’expriment jamais le marqueur d’activation CD25, 
contrairement aux lymphocytes exprimant CD4 (363). Une infiltration en IHC de LTreg 
FoxP3+ est rapportée dans 48% des 52 GBM dans une première étude de tissue microarrays 
(386) et dans 36% des GBM secondaires et 43% des GBM primaires dans une deuxième 
étude (192). En cytométrie de flux, 4 autres études décrivent une infiltration de LTreg 
(293;363;395-397). Les pourcentages rapportés de LTreg parmi les lymphocytes sont 
variables selon les études en moyenne 14% des lymphocytes CD4+ sont 
CD4+/FoxP3+/CD25
high
/CD127
low 
dans l’étude de Jacobs et al. (397), 25% des lymphocytes 
CD3+ sont CD4+/CD25
high 
dans l’étude de El Andaloussi et al. (398), 38,5% des cellules 
CD3+CD4+ expriment CD25 et FoxP3 dans l’étude de Crane et al. (395). Toutes ces études 
ont été faites par analyse en cytométrie de flux. Par technique d’IHC, il a été montré que les 
LTreg FoxP3+ représentent moins de 1% des lymphocytes totaux (190;192) ou 0,6% de 
l’ensemble de cellules (387). L’infiltration en LT et LTreg est corrélée positivement avec le 
grade dans 3 études (192;386;399).  
Une infiltration de LB CD19+ est rare (354;400;401) voire absente (195), sauf dans 3 études 
qui mettent en évidence une infiltration dans 8% des cas de gliomes de haut grade (361) ; 
cette infiltration de LB correspond à 8,7% des cellules mononuclées dans une étude (352) et à 
41% de l’ensemble des lymphocytes dans une autre (402). 
Après un essai thérapeutique de vaccination, il est apparu une infiltration de LT CD8+ et 
mémoire CD45RO+, une augmentation non significative de LT CD4+ sans infiltration B dans 
une étude (195) et une infiltration plus forte de lymphocytes CD3+/CD8+ chez 9 patients 
ayant un GBM mésenchymateux avec une survie plus longue versus les 5 patients ayant un 
GBM proneural (403). Une infiltration lymphocytaire périvasculaire de bon pronostic est 
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également rapportée après une immunothérapie associant IL2 et LAK (404). Chez les 
répondeurs à la radiothérapie, il est également mis en évidence une infiltration plus 
importante de cellules CD3+, sans infiltration de cellules exprimant CD20 (204). 
L’association de cette infiltration lymphocytaire avec la survie reste controversée. Une étude 
montre un impact négatif de l’infiltration lymphocytaire (388), une autre rapporte une 
tendance négative non significative (361), et une étude ne met pas en évidence de lien avec la 
survie (390). Six autres études rapportent une association positive de l’infiltration 
lymphocytaire avec la survie avec un allongement de la survie en cas d’infiltration 
(190;381;387;405), ou la présence d’une infiltration chez les longs survivants (382). Deux 
études mettent en évidence un impact négatif de l’infiltration de LT notamment de 
l’infiltration de LTreg mesurée par qMSP (399), ou en séparant les 83 patients en 2 groupes 
selon un seuil arbitraire d’infiltration de LTreg de plus de 10% des lymphocytes CD4+ ou 
inférieure ou égale à 10% (397). Une étude a comparé 8 échantillons issus de GBM récidivant 
aux 8 échantillons correspondant aux mêmes patients lors de la prise en charge initiale. Une 
augmentation non significative de LT CD4+ et FoxP3+ et une diminution non significative 
CD8+ sont rapportées (387). L’infiltration de LTreg est corrélée avec un grade élevé et le type 
astrocytaire (386) avec une infiltration plus importante dans le GBM. Jacobs et al. ont 
rapporté qu’une infiltration élevée est associée à une survie globale plus courte dans 83 
échantillons tumoraux, mais cette association n’est pas significative dans le sous-groupe de 
GBM (n=29) (397). CCL22 est synthétisé par les GBM et son récepteur est retrouvé au niveau 
des LTreg infiltrant les GBM (397). Différents autres facteurs sécrétés par les cellules de 
GBM vont promouvoir l’arrivée, la survie et la prolifération des LTreg (395). 
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L’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) favorise le recrutement de LTreg, avec une association 
négative avec la survie (406). Un blocage de CTLA-4 par l’ipilimumab est efficace dans les 
modèles expérimentaux de GBM (407) et chez les patients traités pour un mélanome avec des 
métastases cérébrales (408). L’inhibition d’IDO et de CTLA-4 pourrait devenir une 
thérapeutique efficiente via les LTreg. 
1.3.2.3. Infiltration NK 
L’infiltration en cellules NK (CD16+ ou IOT-10+) a été rapportée dans 7 études publiées 
(352;357;358;389;390;392;401), allant de 2,5% à 40% des échantillons de gliomes, 
principalement des GBM. Sur les 7 échantillons de gliomes de haut grade analysés par 
Kuppner et al., 3 présentent une infiltration de cellules NK considérée comme élevée en IHC 
avec 10 à 25% de l’ensemble des cellules positives, 3 faibles avec 1 à 5% de cellules positives 
et 3 rares < 1% de cellules sont positives (392). 
L’infiltration de TIL a été analysée en cytométrie dans une autre étude avec un pourcentage 
moyen de cellules NK CD56+ égal à 2,5% avec des extrêmes compris entre 1 à 6% des 
cellules (389). Yang et al. ont publié en 2011 que l’infiltration de NK CD56+ est plus 
fréquente dans le GBM, notamment en intratumoral comme en périvasculaire par rapport aux 
astrocytomes pilocytiques de grade I (357).  
Aucun lien entre l’infiltration de NK et la survie a été mis en évidence (390). 
70
1.3.2.4. Infiltration de polynucléaires 
Une infiltration par des polynucléaires éosinophiles a été mise en évidence lors des ré-
interventions après immunothérapie par IL2 et LAK, avec un impact pronostic positif. 
L’infiltration par des polynucléaires éosinophiles est retrouvée chez 5 des 7 patients réopérés, 
dont 2 ont une éosinophilie périphérique de 33 et 19% des leucocytes (404;409). L’infiltration 
par des éosinophiles n’est retrouvée ensuite que dans une étude et uniquement dans les 
tumeurs tératoïdes/rhabdoïdes atypiques et non dans les GBM (159).  
Les éosinophiles sont des cellules effectrices de l’allergie (410). Dans le modèle murin, il a 
été montré que l’effet antitumoral d’IL4 est associé à une infiltration d’éosinophiles (411-
413). Le GBM secrète notamment du GM-CSF, CXCL12, CXCL8, PDGF, qui activent les 
éosinophiles et les cellules de la réponse immune innée (microglie, neutrophiles…) (414). 
Les éosinophiles activés produisent de la neurotoxine dérivée des éosinophiles (eosinophil 
derived neurotoxin en anglais EDN), ligand de TLR2, qui active les cellules dendritiques in 
vivo et favorise la réponse immune Th2 (415). Les éosinophiles activés secrètent également 
du VEGF, qui favorise l’angiogenèse (416). 
D’autres études ont rapporté, par une étude en IHC, une infiltration de polynucléaires 
neutrophiles CD15+ myéloperoxydase+ dans 70% de 105 gliomes dont 85% de 58 GBM 
(417) et une infiltration de cellules Elastase+ dans 4 échantillons de GBM (418). L’expression 
de l’ostéopontin, qui est localisée dans les neutrophiles et macrophages dans le GBM, est 
significativement plus forte dans 13 échantillons versus 5 cerveaux normaux (353;417;418). 
L’infiltration de neutrophiles est corrélée positivement avec le grade (353;417;418). 
L’infiltration est principalement retrouvée située proche des zones nécrotiques avec une 
infiltration cellulaire élastase positive moyenne de 14,2% +/- 6,4% de l’ensemble des cellules 
avec des extrêmes compris entre 8,2 à 21,6% des cellules (418). 
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L’infiltration de neutrophiles est associée à un mauvais pronostique dans le mélanome (419), 
le cancer broncho-pulmonaire (420), le cancer colique (421) et dans le cancer gastrique (422). 
L’IL8 et CXCL6 sont des chimiokines qui attirent les neutrophiles notamment dans le GBM 
(423;424). L’expression de l’ostéopontin est associée significativement à la présence de 
neutrophiles et de macrophages (353;417;418). Ces neutrophiles infiltrants sont en cours 
d’étude, il en existerait deux phénotypes : le type N2 protumoral sous l’action de TGF via la 
production de MMP-9 par exemple qui favorise la protéolyse de la matrice extracellulaire et 
la production de facteur angiogénique de type VEGF (425;426) et le type N1 antitumoral  par 
l’action de la myéloperoxidase ou via la sécrétion de protéases et des cytokines (427-429).  
1.3.3. Description des autres populations cellulaires ayant un rôle 
sur le développement de la réponse immune 
1.3.3.1 Cellules souches gliomateuses 
L’origine des cellules cancéreuses a été longuement étudiée. La notion de cellules souches a 
été rapportée pour la première fois par Lapidot dans la leucémie myéloïde aigüe (430) et par 
Singh dans les tumeurs cérébrales (431). Elles ont comme propriétés fonctionnelles d’être 
capables de proliférer, de se différencier, de s’auto-renouveler, et d’induire des tumeurs après 
injection dans un modèle animal immunodéprimé (162). Les cellules souches gliomateuses 
(CSG), comme les cellules souches cancéreuses ou initiatrices de tumeurs, ont des marqueurs 
plus ou moins caractéristiques à leur surface comme CD133 ou prominin 1 humaine (226), les 
molécules d’adhésion cellulaires L1 (L1 cell adhesion molecule en anglais LICAM) (432), 
intégrine 6 (433), A2B5 (434;435). Elles sont caractérisées également par des marqueurs 
intracellulaires : Olig2, Sox2, Bmi1, musashi, ALDH (436-442). Le récepteur du TGF joue 
un rôle dans le maintien du phénotype de CSG via l’expression de Sox 2 / Sox 4 et le facteur 
inhibiteur de leucémie (leukemia inhibitory factor en anglais LIF) (443;444). Bien que le 
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caractère CD133+ en IHC soit insuffisant pour définir les CSG (445;446), il semble 
témoigner d’un impact pronostique négatif pour les patients ayant un GBM avec des cellules 
CD133+ (208;447-449). 
Les GSC sont capables de se différencier en astrocytes, neurones ou oligodendrocytes 
(97;101), mais également en cellules endothéliales avec la persistance de mutations 
génétiques (amplification de l’EGFR et du chromosome 7) et une co-expression de nestin et 
CD144+ (450). Elles expriment des métalloprotéases (451;452), secrètent du VEGF qui 
favorise la migration des cellules endothéliales in vitro et la vascularisation et les hémorragies 
intratumorale in vivo (437;453). 
Les cellules souches cancéreuses (454;455) et notamment gliomateuses sont enrichies au 
niveau de zones appelées niches autour des vaisseaux et des zones de nécrose hypoxique
(213;456). Ces niches contiennent différentes cellules qui sécrètent des facteurs qui 
maintiennent l’homéostasie entre les divisions symétriques et asymétriques c'est-à-dire entre 
la prolifération-différenciation et l’auto-renouvèlement. Elles semblent être une des causes de 
la résistance aux traitements, notamment des cellules souches au témozolomide in vivo (457). 
Les liens entre les GSC et la vascularisation sont complexes et pas encore totalement élucidés. 
Les intégrines notamment l’intégrine 6 et la laminine jouent un rôle important dans les 
relations entre la matrice extracellulaire et ces niches périvasculaires (433). Les facteurs HIF-
1 et HIF-2 sont impliqués dans la maintenance des cellules souches gliomateuses, 
notamment dans les zones hypoxiques des niches qui correspondent in vivo aux zones de 
nécrose palissadique (458-462). Les CSG sont également impliquées dans l’invasion tumorale 
(463) et elles peuvent induire une immunosuppression en favorisant la différenciation en 
LTreg, en inhibant la prolifération et l’activation des LT et en induisant leur apoptose, via 
l’expression de B7-H1 et la sécrétion de galectin 3 (464-466), et via la sécrétion de cytokines 
immunosuppressives (187).  
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1.3.3.2 Fibroblastes associés au cancer 
Les fibroblastes associés au cancer (cancer-associated fibroblast en anglais CAF) jouent un 
rôle important sur l’initiation, la prolifération, l’invasion des cellules carcinomateuses et sur 
l’angiogenèse (467-470). Les fibroblastes sont la principale origine des CAF mais ils peuvent 
également dériver des cellules endothéliales, épithéliales et des cellules souches 
mésenchymateuses de la moelle osseuse (471;472). 
Les CAF, exprimant la protéine de surface fibroblastique FSP, le récepteur  du PDGF 
(PDGFR) et l’actine des muscles lisses (-smooth muscle actin en anglais -SMA), ont un 
rôle important dans les carcinomes. Ces 3 marqueurs sont retrouvés à la surface des cellules 
stromales associées au GBM (GB-associated stromal cell en anglais GASC) contrairement au 
marqueur macrophagique (CD14) et endothélial (CD31). Les GASC sont impliqués 
également dans la tumorigenèse des cellules gliales in vitro et in vivo (473). 
1.3.3.3. Cellules endothéliales 
Les cellules endothéliales créent une néovascularisation après le switch angiogénique qui 
permet aux cellules quiescentes endothéliales de s’activer (474). Les péricytes sont des 
cellules mésenchymateuses spécialisées, qui recouvrent les vaisseaux influençant ainsi la 
capacité des tumeurs à former des métastases (475;476). Les cellules endothéliales et les 
autres cellules du microenvironnement en général interagissent avec les cellules cancéreuses 
et les unes avec les autres. Elles ont également une capacité de phagocytose notamment dans 
le SNC constituant une seconde ligne de défense après la BHE (477;478). 
La BHE, localisée anatomiquement au niveau de la paroi capillaire cérébrale, est constituée 
par des cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, limitant la perméabilité des 
solutés ioniques non liposolubles. Une tumeur entraine un dysfonctionnement local par 
ouverture des jonctions serrées, fenestration capillaire, augmentation de l’activité vésiculaire 
pinocytique et disparition de ces astrocytes péricapillaires. 
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1.3.4. Le GBM : un environnement très immunosuppresseur 
Le microenvironnement joue un rôle important et complexe dans le développement d’une 
tumeur notamment d’un GBM (479), en influençant entre autres les GSC (433) et 
inversement. Bien que les cellules gliomateuses et les GSC peuvent être reconnues 
spécifiquement par les lymphocytes T et éliminées (480-482), le microenvironnement tumoral 
favorise l’absence de reconnaissance efficace des cellules cancéreuses par les cellules 
immunes dans un contexte d’immunosuppression (187;464-466;483). 
La tolérance correspond ainsi à l’absence de réaction immune, qui aurait du être induite 
normalement et/ ou l’absence d’efficacité de la réaction immunitaire par diverses phénomènes 
d’échappement. Les différents mécanismes d’immunomodulation dans le GBM humain ont 
été rapportés dans un récent article rédigé par Tony Avril et al. (484) (Cf.Figure 8). 
Figure 8 : molécules immunosuppressives exprimées par les GBM avec leur cibles 
moléculaires et leur actions sur les cellules immunes effectrices (484).
FASL : FAS ligand, GBM : glioblastome multiforme, NK : natural killer, TIL : tumor 
infiltrating lymphocyte. 
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Dans notre équipe, nous avons analysé l’expression des molécules immunomodulatrices (Fas 
Ligand, HLA-G, IDO, PD-L1, TGF1-3) par une analyse transcriptomique de 20 GBM. 
L’expression de ces molécules est retrouvée respectivement dans 15%, 60%, 85%, 30%, 70%, 
80% et 35% des échantillons. L’expression d’ARNm a été confirmée sur 10 lignées primaires 
de GBM, et 2 lignées immortalisées U251 et U87 (485). Nous avons étudié ces molécules du 
point de vue fonctionnel. Ainsi IDO inhibe la prolifération lymphocytaire et un anticorps anti-
PD-L1 augmente la production d’IFN par des LT spécifiques de Melan-A en réponse aux 
lignées primaires de GBM chargées par un peptide Melan-A. Ces deux molécules pourraient 
être des cibles d’immunomodulation pour que l’immunothérapie soit plus efficiente. 
ARTICLE N°4: (484)
Mechanism of immunomodulation in human glioblastoma. 
Avril T, Vauleon E, Tanguy-Royer S, Mosser J, Quillien V.  
Immunotherapy. 2011 Apr; 3 (4 suppl) : 42-44. 
ARTICLE N°5: (485)
Distinct effects of human glioblastoma immunoregulatory molecules programmed cell 
death ligand-1 (PDL-1) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) on tumour-specific T 
cell functions.  
Avril T,  Saikali S, Vauleon E, Jary A, Hamlat A, De Tayrac M, Mosser J, Quillien V.
J Neuroimmunol. 2010 Aug 25 ; 225 (1-2) : 22-33 
76
1.4. Objectifs généraux de la thèse 
Comme nous l’avons souligné précédemment, le système immun semble intervenir dans la 
gliomagenèse. Cependant, aucune signature génique robuste associée à une fonction immune 
n’a pu être formellement établie et validée dans la littérature.  
Nous avons donc voulu dans ce travail de thèse vérifier quels gènes immuns étaient les plus 
impliqués dans le GBM. Dans ce but, nous avons étudié l’expression des gènes immuns dans 
des échantillons de cerveaux normaux par rapport à des échantillons de GBM. Ensuite nous 
avons analysé les échantillons des GBM entre eux pour rechercher les gènes immuns 
différentiellement exprimés et ainsi découvrir si possible une signature génique immune.  
Nous avons ensuite étudié les interactions des gènes immuns dans le GBM par une analyse de 
co-expression network, pour mettre en valeur si possible, une signature immune cellulaire et 
fonctionnelle dans le GBM. 
Nous avons voulu ensuite déterminer si les gènes immuns pouvaient avoir un impact sur la 
survie des patients traités pour un GBM, pour mettre en valeur une signature immune 
pronostique. Nous avons donc étudié la signature fonctionnelle des modules de co-expression 
network trouvés précédemment en fonction de la survie. Nous avons analysé également 
l’impact sur la survie des gènes immuns selon différentes méthodes statistiques, puis nous 
avons établi un modèle mathématique de risque. Ce modèle permet de combiner le niveau 
d’expression de six gènes pour calculer un score de risque directement lié à l’espérance de vie 
du patient. Nous avons ensuite vérifié la robustesse de cette signature immune pronostique sur 
différentes séries de données publiées et locales, selon différentes technologies. 
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Enfin, nous avons voulu caractériser in vivo la signature cellulaire évoquée dans l’analyse de 
co-expression network. La population cellulaire immune infiltrante a donc été étudiée par 
cytométrie de flux à partir de tumeurs issues de GBM. Nous avons analysé l’infiltration 
également en fonction de la conservation (fraîche ou congelée), en fonction du grade ou de la 
zone prélevée (zone tumorale, péritumorale ou non tumorale dans des cas de cortectomie pour 
épilepsie), en fonction de l’âge des patients et en fonction des corticoïdes reçus en 
préopératoire. Nous avons caractérisé en cytométrie de flux les sous-populations infiltrantes 
retrouvées grâce à différents marqueurs. Enfin, nous avons aussi recherché une corrélation 
entre la population immune infiltrante et la survie.  
L’analyse de l’environnement immunitaire des GBM permettra ainsi de comprendre les 
limites et les perspectives de l’immunothérapie. En effet, cette approche thérapeutique n’a pas 
permis d’obtenir un bénéfice clinique majeur jusqu’à présent en neuro-oncologie. Mais la 
connaissance de la population immune majoritaire, des propriétés immunomodulatrices de ces 
cellules pourront améliorer la définition des cibles potentielles de l’immunothérapie.  
Nous allons décrire chaque partie en rapportant tout d’abord les objectifs, le matériel et les 
méthodes utilisés, puis les résultats que nous discuterons avant de conclure. 
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2.GENES IMMUNS, SIGNATURE IMMUNE GENIQUE, 
FONCTIONNELLE ET PRONOSTIQUE 
2.1. Objectifs  
Ce travail a consisté à étudier l’expression de gènes liés directement ou indirectement à 
l’immunité dans le GBM afin de rechercher une signature génique associée à des fonctions 
immunes et ayant une valeur pronostique.  
Pour mettre en évidence une signature génique immune, nous avons identifié des gènes 
immuns d’expression différentielle entre le cerveau non tumoral et le GBM dans un premier 
temps. Nous avons ensuite recherché les gènes immuns présentant une forte variation de 
l’expression au sein même des GBM pour établir des « profils immunitaires » des GBM.  
Nous avons ensuite évalué leur robustesse clinique. Les gènes immuns ont été regroupés en 
module de co-expression en fonction de leur profil d’expression génique. Pour chaque 
module, des processus biologiques distincts ont pu être associés afin d’inférer des fonctions 
immunes potentielles. 
Nous avons recherché les gènes immuns associés à la survie pour définir une signature 
immune pronostique. Nous avons premièrement recherché une association entre la survie et 
les gènes immuns selon différentes méthodes statistiques. Nous avons établi secondairement 
un modèle mathématique de risque à base de gènes immuns, permettant de différencier des 
groupes de patients traités pour un GBM en fonction de leur survie globale. Nous avons 
ensuite vérifié la robustesse de ce modèle de risque mathématique sur différentes données 
publiées et locales, selon différentes technologies. 
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2.2. Matériels et méthodes 
2.2.1. Gènes 
Les gènes immunologiques que nous avons sélectionnés sont ceux associés au processus 
immun humain selon AmiGO (GO : 0002376 : 505 gènes), auxquels nous avons ajouté les 
gènes des cytokines, chimiokines et ceux reconnus comme intervenant dans 
l’immunomodulation (286 gènes) (Cf. ANNEXE 1). Ainsi 791 gènes ont été analysés 
correspondant à 1291 sondes Affymetrix. 
2.2.2. Patients et jeux de données  
Pour identifier les gènes immuns qui sont différentiellement exprimés dans le GBM, nous 
avons analysé les profils d’expression des gènes immuns dans le cerveau non tumoral 
comparativement au GBM. Nous avons utilisé ainsi les données de la cohorte GDS 1962 
publiée par Sun. Il s’agit des données de biopuces de 23 cerveaux normaux et de 81 
glioblastomes (486). Puis pour comparer les profils au sein des GBM, nous avons utilisé le 
jeu de données de la méta-analyse établie par M. de Tayrac et M. Aubry de notre laboratoire 
(169). Ce jeu comprend 3 cohortes décrites et annotées dans la littérature, correspondant à 216 
GBM au total et 115 GBM dont la survie des patients est décrite (164;221;486). 
L’analyse de co-expression network a porté sur les données de biopuces Affymetrix les plus 
récentes, publiées par Lee et al. (165) et obtenues à partir 161 GBM (GSE13041). 
Pour associer l’expression de gènes immuns avec la survie des patients et déterminer les 
gènes immuns ayant un impact sur la survie globale, nous avons utilisé les données de 115 
GBM inclus dans la méta-analyse publiée par de Tayrac et al., dont la survie des patients est 
connue (169) comme criblage et entrainement selon 3 différentes méthodes statistiques.  
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A partir de ce jeu de données, nous avons établi un modèle de survie à base de 6 gènes 
immuns. Pour la validation de ce modèle, nous avons utilisé plusieurs séries de données de 
biopuces Affymetrix accessibles, publiées par Verhaak et al., Petalidis et al. et Lee et al. 
(147;165;487) et une série de données de biopuces Agilent obtenues à partir de 41 
glioblastomes et glioblastomes à cellules géantes (renommés récemment tumeur 
glioneuronale maligne (TGNM)) issus des services de neurochirurgie de Rennes et d’Angers. 
Une dernière étape de validation a été effectuée par une autre technologie d’amplification 
après rétro-transcription de l’ARN (reverse transcriptase polymérase chain reaction 
quantitative en anglais :RT Q-PCR) sur une série locale de 57 GBM traités par la séquence 
thérapeutique standard (protocole publié par Stupp (74)). 
Tous les patients ont signé un consentement autorisant les études de recherche sur leurs 
échantillons tumoraux. 
Les caractéristiques des différents patients (sexe, âge, indice de performance status), des 
traitements reçus (type de chirurgie : exérèse partielle, totale ou biopsie, traitement adjuvant : 
radiothérapie, radio-chimiothérapie) et de la tumeur (statut MGMT, IDH1, sous-type 
génomique) des différents jeux de données y compris des cohortes locales sont résumées dans 
le tableau ci-dessous (Cf. Tableau 3). 
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2.2.3. Méthodes 
2.2.3.1. Profils immuns différentiels entre cerveaux non tumoraux et GBM, 
et au sein des GBM 
Nous avons recherché une différence d’expression des gènes immuns entre les cerveaux 
normaux et les GBM. Nous avons comparé les deux classes par une analyse différentielle, qui 
détermine le seuil de significativité au dessus duquel un gène sera considéré comme 
significativement différentiellement exprimé entre des conditions (classes). Les méthodes les 
plus utilisées sont l’analyse de variance et les tests de comparaison de moyennes (test de 
Student, Wilcoxon, Mann-Whitney). Pour cela, nous avons utilisé le logiciel TIGR MeV. Le 
différentiel d’expression entre les deux classes a été évalué par un test de Student avec 
correction des p-values selon la méthode de Bonferroni. 
Secondairement, nous avons voulu déterminer s’il existait des différences d’expression des 
gènes au sein des GBM. L’analyse de détermination de classes, ou classification non 
supervisée, défini des groupes de données similaires, ou classes, sans a priori selon des 
critères de liaison ou d’agrégation. Ces classes concernent les gènes et/ou les individus. Les 
méthodes de classification utilisées se basent sur une mesure de distance/similarité 
(coefficient de Pearson, distance Euclidienne) et, en fonction de l’algorithme, elles sont 
agglomératives (groupement hiérarchique) ou de partitionnement (K-means, Partitioning 
Around Medoids PAM et Self-Organizing Maps). Nous avons ainsi utilisé la méthode 
d’établissement des classes par l’algorithme k-means puis validé ces classes par une seconde 
méthode de partitionnement : PAM. 
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2.2.3.2. Analyse des réseaux de co-expression 
Nous avons ensuite analysé les réseaux de co-expression des gènes immuns à partir des 
données de GSE13041 dernièrement publiées par Lee et al. grâce au package WGCNA de R. 
Premièrement, la similarité (s) entre les gènes immuns pris deux à deux a été calculée grâce 
au coefficient de corrélation de Pearson calculé sur les données d’expression de ces gènes. 
Cette mesure de similarité est élevée à la puissance six pour obtenir une mesure d’adjacence 
(a) entre chaque paire de gènes (a=s^6). La relation log-linéaire qui existe entre similarité et 
adjacence [log(a) = 6*log(s)] permet en effet de conserver l’aspect quantitatif de la co-
expression entre les gènes. Enfin, la mesure de proximité ou de recouvrement topologique (t) 
prend en compte l’adjacence des gènes un à un, mais aussi l’adjacence de chaque gène par 
rapport à l’ensemble des gènes voisins autour du gène étudié. Cette mesure reflète ainsi le 
degré de connectivité d’un gène au sein du réseau de co-expression. 
L’analyse de la co-expression pondérée des gènes reflètera donc non seulement la corrélation 
des gènes proches un à un mais également la connectivité des gènes plus ou moins proches de 
plusieurs autres gènes en tenant compte de la topologie du réseau de gènes calculée selon la 
méthode des co-expression network publiée par Zhang (488). Une analyse de détermination 
de classes hiérarchiques, ou clustering, des mesures de proximité par un algorithme de coupe 
dynamique du dendrogramme obtenu (489) a permis ensuite de définir des classes ou modules 
de co-expression. 
Au sein de chaque module, nous avons défini par réduction de dimension (Singular Value 
Decomposition) un gène « type » baricentre du module dit « eigen gène ». Ainsi, le module 
constitué d’un certain nombre de gènes peut alors être réduit à un seul gène représentant le 
module, pour faciliter l’analyse de corrélation.  
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Nous pouvons également étudier plusieurs gènes les plus représentatifs du module (top 20 
gènes), qui correspondent par exemple aux gènes les plus corrélés à l’eigen gène du module 
ou aux gènes dont la connectivité intra-modulaire est la plus forte (« hub » gènes) (490). 
2.2.3.3. Annotations fonctionnelles et enrichissement des modules de gènes 
des réseaux de co-expression  
Nous avons ensuite analysé les modules en recherchant les catégories fonctionnelles (termes 
GO, mots-clés Swissprot, etc.) statistiquement associées au module (enrichi) par rapport à une 
référence constituée du génome humain complet. Cette annotation fonctionnelle des modules 
de co-expression des gènes immuns a été basée sur l’analyse des gènes constitutifs du top 20 
de chaque module. Nous avons utilisé le logiciel DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) pour 
tester chaque module en enrichissant en terme GO, PIR family, voie de signalisation Panther 
ou Kegg, Interpro ou mots clés Swiss Prot.  
La recherche d’associations entre les modules et la survie a été effectuée par le package 
survival de R (recherche d’une sur-représentation de gènes immuns associés à la survie dans 
chaque module à l’aide d’un test exact de Fisher avec ajustement des p-values selon la 
méthode de Benjamini).  
2.2.3.4. Trois méthodes d’analyse de survie 
Plusieurs méthodes ont été utilisées pour identifier les associations pertinentes avec la survie : 
la méthode d’analyse de Cox pas à pas (491), l’analyse des différences d’expression entre le 
1
er
 et le 4
ème
 quartile de survie des patients, et la méthode de Cox avec l’expression des gènes 
immuns (comme prédicteur) et la survie globale en mois (comme réponse) (491). 
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Un ajustement a toujours été effectué selon la correction de Benjamini devant la réalisation de 
tests multiples. La survie globale est estimée selon la méthode de Kaplan-Meier et la 
comparaison des groupes a été réalisée par un test du log-rank. 
2.2.3.5. Modèle de risque de gènes immuns 
Un modèle mathématique permettant de calculer une probabilité de survie pour un patient a 
été construit à partir des gènes immuns associés à la survie. A l’aide des fonctions des 
packages survival et survivalROC du logiciel R, nous avons sélectionné les gènes les plus 
représentatifs de l’association à la survie et estimé les coefficients de régression d’un modèle 
de survie optimal (modèle de risque proportionnel de Cox) après ajustement aux facteurs de 
l’étude.  
Pour augmenter la robustesse, nous avons sélectionné les gènes associés à la survie par la 
répétition un millier de fois de la séparation entre les cohortes d’entrainement et de validation, 
en éliminant les faux négatifs grâce à la correction selon Benjamini et le seuil significatif de la 
p-value inférieur à 0,01. Dans le modèle ainsi obtenu, les niveaux d’expression des gènes 
immuns retenus sont pondérés par les coefficients de régression et combinés de manière 
additive selon la formulation d’un modèle de Cox. Les gènes sélectionnés et pondérés ne sont 
donc pas ceux qui ont l’impact sur la survie le plus significatif individuellement mais ceux 
dont la somme d’expression pondérée est la plus pertinente pour classer les patients en deux 
groupes pronostiques de survie différente. 
Le modèle mathématique permet ainsi pour chaque individu de calculer une probabilité de 
survie, chiffre compris entre 0 et 1, à un temps t. Cette probabilité de survie de chaque 
individu est calculée à partir d’une survie médiane de base propre à la cohorte à laquelle 
appartient l’individu, qui est ensuite pondérée par un facteur d’ajustement dérivant de 
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l’expression des gènes du modèle. Après détermination d’un seuil optimal en utilisant la 
méthode survivalROC, le risque peut être dichotomisé en une variable qualitative. Le modèle 
de risque mathématique permet ainsi de séparer la population en deux sous-groupes de 
pronostic différent : haut risque et bas risque de décès.  
Toutes les analyses de survie ont été stratifiées sur l’âge afin de prendre en compte l’effet de 
ce facteur confondant. Le statut MGMT des cohortes locales a été obtenu par pyroséquençage 
en prenant comme seuil de méthylation des îlots CpG une valeur de 9% (moyenne des 5 CpGs 
analysés). La détermination du sous-type de GBM est basée sur la méthode de classification 
selon les centroïdes publiée par Verhaak et al. (147). 
2.2.3.6. Procédure de RT Q-PCR 
L’ARN total a été isolé par le kit commercialisé par QIAGEN Rneasy Plus Mini® à partir 
d’échantillons de GBM congelés. L’intégrité des ARN a été confirmée en utilisant le 
bioanalyseur Agilent Bioanalyser (RNA 6000 NAno assay kit®). La synthèse d’ADN 
complémentaire a été obtenue par le kit High capacity cDNA Reverse Transcription avec un 
inhibiteur Rnase (biosystème Applied®). La réaction de Q-PCR a été faite avec un appareil 
7900HT Fast Real-time PCR System.  
Des sondes Taq Man FAM ont été utilisées pour mesurer l’expression des 6 gènes du modèle 
de risque: ACVR2A, ARG1, CD22, FGF2, MNX1 et RPS19. Trois gènes de ménage ont été 
choisis : TBP (TATA box binding protein), HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
1), GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). Des cellules hépatiques, des 
cellules testiculaires, des lymphocytes B et des cellules issues de la lignée de GBM U251 ont 
servis de contrôles positifs. 
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Le 	Ct correspond à la différence pour chaque échantillon entre la valeur du Ct du gène cible 
et la moyenne des Ct des 3 gènes de ménage. Nous avons ensuite analysé les données en 
déterminant le 		Ct, qui correspond à la différence entre le 	Ct de l’échantillon et le 	Ct du 
calibrateur (pool de cerveaux normaux).  
2.3. Résultats 
2.3.1. Profils immunologiques entre cerveaux normaux et GBM et au sein 
des GBM 
L’analyse de comparaison de classes entre les cerveaux non tumoraux dits normaux issus de 
cortectomie pour épilepsie et les GBM a mis en évidence 736 sondes différentielles 
significativement par le t-test sur les 1291 sondes analysées (p<0,01). Les 736 sondes 
différentielles correspondent à 473 gènes différents (p<0,01). Ainsi parmi ces gènes 
différentiels, nous retrouvons certains gènes immuns qui ont déjà été décrits dans la 
littérature. Parmi les 250 gènes les plus variants, nous retrouvons des gènes immuns codant 
pour les clusters de différenciation (CD 200, CD44, CD163, CD99, CD93…), pour des 
interleukines (IL10, IL6ST, IL15, IL24, IL18, IL7…) et leurs récepteurs (IL13RA1, IL1RAP, 
IL10RA, IL17RC, IL4R…), pour des chimiokines (CX3CL1, CXCL10) et leurs récepteurs 
(CXCR4, CXCR7), pour les molécules de la voie de signalisation d’IFN (IFI16, IFNAR2, 
IFI35, IFNGR2, IFITM3…), pour les TLR (TLR2, 3, 1 et 5), pour les molécules HLA (HLA-
A, C, F, DRB1, DPA1, DRA, DQB1, G, E, DQA1 et DQA2) et pour les récepteurs de 
facteurs de croissance (IGF2R, FCGR2A, IGFBP3, FCGR2C, FCGR1C…). Les gènes 
suivants FGF2, CD22, MNX1 et RPS19, qui ont également une implication dans le système 
immun, sont également variants de manière significative entre les GBM et les cerveaux 
normaux non tumoraux. 
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Si nous considérons une différence plus stringente, un nombre important de sondes restent 
différentiellement exprimées entre les cerveaux normaux et les GBM : 623 sondes à p<0,001 
et 478 sondes à p<0,00001. Une représentation de profils d’expression des gènes entre les 
cerveaux normaux et les GBM est dépeinte ci-dessous (Cf. Figure 9). La couleur verte est en 
faveur d’une sous-expression alors que le rouge est en faveur d’une surexpression. 
L’expression de chaque gène est représentée en horizontal et les échantillons (cerveau non 
tumoral et GBM) sont représentés en vertical. Deux profils différents sont observés, le cadre 
bleu entoure le profil des cerveaux non tumoraux appelé profil normal par rapport au reste des 
données qui correspondent au profil des GBM. 
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L’analyse non supervisée au sein des échantillons de GBM n’a pas permis de mettre en 
évidence des classes robustes d’expression de GBM. En effet les classes d’expressions des 
gènes sont différentes selon deux méthodes différentes de partitionnement k means et PAM, 
sans aucune tendance de regroupement. 
Figure 9 : profil immunologique entre cerveaux normaux et GBM.
Représentation de l’expression différentielle des gènes (représentés horizontalement) entre les 
échantillons (représentés verticalement) issus de cerveaux normaux (encadré de bleu) par 
rapport aux GBM (surexpression en rouge et sous-expression en vert) (p<0,00001). 
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De plus, la différence de survie entre ces 2 ou 3 classes de GBM retrouvées par la méthode de 
k-means n’est pas significative selon la méthode de Kaplan-Meier et le calcul du log-rank. 
2.3.2. Modules de co-expression des gènes immuns 
Nous avons appliqué l’algorithme WGCNA aux données de 161 GBM publiées par Lee et al. 
pour explorer les relations transcriptionnelles entre les gènes au sein des GBM et déterminer 
des modules de gènes co-exprimés. Six modules ont été définis par l’analyse de réseaux de 
co-expression ou co-expression network des gènes. Afin de les différencier, chaque module 
est associé à une couleur (Cf. Tableau 4). Chaque module contient des gènes d’expression 
coordonnés entre eux et potentiellement impliqués dans des processus cellulaires communs.  
Pour inférer le(s) processus, type(s) cellulaire(s) ou la (les) fonction(s) associée(s), nous avons 
analysé l’enrichissement fonctionnel de chaque module. En pratique, nous avons considéré 
l’ensemble des mots clés fonctionnels associé aux gènes d’un même module et recherché les 
mots clés significativement plus représentés (enrichis) dans chaque module. 
Nous avons appelé les différents modules de gènes immuns selon leur(s) fonction(s) après 
l’enrichissement fonctionnel : cellules NK et immunité innée (module bleu), cytokines et 
molécules de complexe d’histocompatibilité (module jaune), signalisation cellulaire et 
lectines (module marron), activation cellulaire et apoptose (module vert), cellules myéloïdes 
(module turquoise) et régulation de la réponse immune (module rouge) (Cf. Tableau 4). 
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    Module Gènes associés Annotations associées au module               
 NCR1 Réponse défense 
  Immunité innée PGLYRP4 Récepteur de molécule CMH I 
  & cellules NK PLUNC  Récepteur « Ig like » cellule NK 
 IL1RAPL2 Cytotoxicité médiée par NK 
 KIR2DS1 
 CSF2RA  Activité des récepteurs de cytokines 
  Cytokines & LILRB1  liaisons cytokine  
  CMH de classe I ICAM1  Voie signalisation médiée par cytokine           
 LILRA3 et chimiokine 
 TNFRSF10C Communication cellulaire 
 KYNU Globules blancs et monocytes 
  Cellules LCP2 Activation leucocytaire  
  myéloides PTGER4 Réponse au stimulus 
 FCGR2A Immunité médiée par Macrophage 
 CLEC4A  
 CD200 Récepteur de surface cellulaire 
  Signalisation cellulaire BCL11A                                  Transduction du signal   
  & lectines LILRB3 Facteur de croissance: Heparin-binding 
 ERBB4 et fibroblaste  
 FGF9  
 UBE2N Activation leucocytaire 
  Activation cellulaire  MALT1  Réponse au stress 
  & apoptose  MIA3  Régulation de l’apoptose 
 ADAM17  Régulation positive de la prolifération 
 CEBPG cellulaire 
 CSF1 Régulation de différenciation cellulaire 
  Régulation de la SBNO2 Regulation de la réponse de défense 
  réponse immune CLPTM1 Régulation positive de la différenciation 
 NOTCH2  des cellules myéloïdes   
 BCL6 Régulation de proliferation cellulaire 
Tableau 4 : modules de co-expression et annotations fonctionnelles.
Les gènes immuns ont été analysés par une étude des réseaux de co-expression, qui a défini 6 
modules distincts. Les annotations enrichies dans chaque module ont défini une ou plusieurs 
fonction (s) ou un type(s) cellulaire(s) qui les représente le mieux : cellules NK et immunité 
innée (module bleu), cytokines et molécules de complexe d’histocompatibilité (module 
jaune), signalisation cellulaire et lectines (module marron), activation cellulaire et apoptose 
(module vert), cellules myéloïdes (module turquoise) et régulation de la réponse immune 
(module rouge). Les gènes les plus associés à chaque module sont décrits dans la 2
ème
 colonne 
et les annotations sont rapportées après enrichissement fonctionnel de chaque module dans la 
3
ème
 colonne. 
Après analyse de la survie, cinq des six modules contiennent des gènes dont l’expression a un 
impact sur la survie globale. Seul le module rouge ne contient pas de gène significativement 
associé à la survie globale. 
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Après analyse de l’annotation, deux modules sont significativement enrichis en gènes associés 
à la survie globale: le module bleu (signature cellules NK et immunité innée) et le module 
jaune (signature cytokines et molécules de complexe d’histocompatibilité) (p=0.008 et 
p=0.01, respectivement) (Cf. Tableau 5). Dans le tableau 5, chaque module est représenté par 
la fonction principale du module après annotation fonctionnelle dans la 1
ère
 colonne, par les 5 
gènes les plus associés à la survie dans la 2
ème
 colonne avec la valeur de la p-value de ces 5 
gènes dans la 3
ème
 colonne. Les annotations fonctionnelles de tous les gènes associés à la 
survie de chaque module sont rapportées dans la 4
ème
 colonne avec la valeur de la p-value de 
cette annotation dans la 5
ème
 colonne.
  Module                    Gènes associés        p-value                Annotations fonctionnelles                       p-value 
                                   à la survie                 gènes                                                                                annotations 
                                 IFNA1                   1,82E-03         Immunité médiée par NK                       4,31E-08 
  Immunité innée      LCK                       1,23E-02         Immunité et défense                             1,32E-07 
  & cellules NK         CDK6                     1,59E-02        Cytotoxicité médiée par NK                    4,73E07 
                                 KLRD1                  1,73E-02         Récepteur NK CMH1                            6,67E-06 
                                 KIR3DL1               1,82E-02 
                                 
                                 NGFR                    3,43E-06         Présentation Ag et processing             3,50E-08 
  Cytokines &           HLA-G                   6,77E-03         Ag CMH classe I                                   2,50E-06 
  CMH de classe I    SBNO2                  7,67E-03         Ag associé CMH classe I                     4,40E-06 
                                 HLA-C                   7,89E-03         Reconnaissance Ag CMH I                   2,50E-05 
                                 HLA-B                   1,81E-02
                                 LYN                        5,26E-04        Réponse au stimulus                            5,00E-07 
  Cellules                  RPS19                    9,45E-04        Réponse inflammatoire                        2,70E-05 
  myéloïdes              XBP1                     2,32E-03         Activation leucocyte myéloïde              1,30E-04 
                                 HIF1A                     3,54E-03        Monocytes                                            1,00E-03 
                                 ADAM9                   3,62E-03 
                                 CDC42                    7,65E-04        Régulation cellulaire                            1,85E-02 
Signalisation          CD200                    1,83E-03         Liaison carbohydrate                           4,83E-03 
Cellulaire &            CLEC16A                3,05E-03        Liaison sucre                                        3,78E-03 
lectines                  MAG                       7,49E-03         Lectine de type C                                 7,86E-03 
                              HIF1AN                   8,61E-03                                   
                                 CD164                    9,47E-03        Réponse au stimulus                                 NS 
Activation               CEBPG                   1,36E-02        Activation leucocytaire                               NS 
Cellulaire &            TMX1                      2,02E-02        Activation cellulaire                                    NS 
apoptose                DPP4                      2,40E-02        Réponse au stress                                     NS 
                              CNIH                       4,02E-02                                   
  Régulation de la        Aucun gène significatif 
  réponse immune 
T
Tableau 5 : modules de co-expression et enrichissement en gènes pronostiques.
Chaque module de co-expression est défini par leur fonction associée (1
ère
 colonne) et associé à une 
couleur différente. Les 5 gènes les plus associés à la survie sont décrits dans la 2
ème
 colonne avec la p-
value (3
ème
 colonne). Les annotations fonctionnelles de l’ensemble des gènes associés à la survie de 
chaque module sont notées dans la 4
ème
 colonne avec leur p-value dans la 5
ème
 colonne. 
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2.3.3. Analyses de survie  
Différentes méthodes statistiques d’analyse de survie sont disponibles. Nous avons analysé 
l’ensemble des 791 gènes immuns, pour déterminer lesquels ont un impact sur la survie selon 
3 méthodes statistiques différentes : la méthode de Cox pas à pas, la comparaison du 1
er
 par 
rapport au 4
ème
 quartile de survie des patients, et la méthode classique de Cox. Les résultats de 
ces différentes méthodes et notamment les gènes significatifs statistiquement et leurs sondes 
correspondantes seront rapportés dans les 3 tableaux de résultats suivants avec leur p-values. 
La 1
ère
 méthode utilisée est la méthode d’analyse de Cox pas à pas, qui analyse gène par gène 
et gène après gène l’ensemble des gènes immuns. Cette analyse a mis en évidence 52 gènes 
avec un impact sur la survie globale (p<0,05). Les gènes et leurs sondes correspondantes sont 
décrits dans la 1
ère
 et 2
ème
 colonne du tableau 6 avec leur p-value dans la dernière colonne. 
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Gène Sonde p value 
CTSG 205653_at <1,0E-4 
PTCRA 211837_s_at <1,0E-4 
MNX1 214614_at <1,0E-4 
ULBP2 221291_at <1,0E-4 
ACVR2A 205327_s_at <1,0E-4 
KIR2DL4 208426_x_at <1,0E-4 
NCK1 211063_s_at <1,0E-4 
LTB4R 216388_s_at <1,0E-4 
KIR2DL1 208179_x_at <1,0E-4 
POU2F2 211771_s_at <1,0E-4 
PPARG 208510_s_at <1,0E-4 
ADIPOQ 207175_at <1,0E-4 
CCL17 207900_at <1,0E-4 
FGF17 221376_at <1,0E-4 
NOS2A 210037_s_at <1,0E-4 
TUBB3/2C 202154_x_at <1,0E-4 
HDAC9 205659_at <1,0E-4 
TPD52 201688_s_at <1,0E-4 
IL4 207539_s_at <1,0E-4 
FYN 216033_s_at <1,0E-4 
C5AR1 220088_at <1,0E-4 
VTCN1 219768_at <1,0E-4 
CDKN2A 211156_at <1,0E-4 
VEGFC 209946_at <1,0E-4 
HSP90AA1 211969_at <1,0E-4 
CD22/MAG 204581_at <1,0E-4 
SERPINB4 211906_s_at <1,0E-4 
KIR3DL3 216676_x_at <1,0E-4 
ICOSLG 213450_s_at <1,0E-4 
IGHD/IGHG1 215621_s_at <1,0E-4 
CD1E 215784_at <1,0E-4 
IL5 207952_at <1,0E-4 
DHRS2 214079_at <1,0E-4 
IGLL1 213502_x_at <1,0E-4 
TRIM10 210579_s_at <1,0E-4 
S1PR4 206437_at <1,0E-4 
CCR10 220565_at <1,0E-4 
MYST3 216361_s_at <1,0E-4 
ADAMDEC1 206134_at <1,0E-4 
ARG1 206177_s_at <1,0E-4 
HGF 210998_s_at <1,0E-4 
NCF1B 214084_x_at <1,0E-4 
TM7SF4 221266_s_at <1,0E-4 
CD19 206398_s_at <1,0E-4 
CXCR4 217028_at 2,0E-4 
INHBA 210511_s_at 4,0E-4 
FCAR=CD89 211307_s_at 6,0E-4 
CCL15 210390_s_at 9,0E-4 
CLEC10A 206682_at 1,4E-3 
CXCL11 211122_s_at 2,0E-3 
PML 211013_x_at 2,45E-3 
GPR183=EBI2 205419_at 3,62 E-3 
Tableau 6 : analyse de Cox pas à pas.
Les 52 gènes (1
ère
 colonne) et leurs sondes correspondantes (2
ème
 colonne) associés à la survie 
selon la méthode du Cox pas à pas sont rapportés dans ce tableau avec leur p-value dans la 3
ème
colonne.
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La 2
ème
 méthode consiste en l’analyse des différences d’expression des gènes, entre le 1er et le 
4ème quartile de survie des patients. Elle met en évidence 46 gènes différentiellement 
exprimés de manière significative. 
Tableau 7 : analyse du 1er versus le 4ème quartile.
L’analyse du 1
er
 et 4
ème
 quartile met en évidence 46 gènes (1
ère
 colonne) et leurs sondes 
correspondantes (2
ème
 colonne) ayant un impact significatif sur la survie (p-value dans la 
dernière colonne). 
Gène Sonde p-value 
MAP4K2 204936_at <1,0E-4 
BMPR1A 213578_at <1,0E-4 
CD22/MAG 204581_at <1,0E-4 
NCK1 211063_s_at <1,0E-4 
EDNRB 204271_s_at <1,0E-4 
ZEB1 212758_s_at <1,0E-4 
ACVR2A 205327_s_at 1,53E-4 
TNFRSF25 211841_s_at 1,65E-4 
RPS19 213414_s_at 3,87E-4 
CARTPT 206339_at 4,65E-4 
CRHR1 214619_at 5,94E-4 
PDGFC 218718_at 1,14E-3 
HIF1A 200989_at 1,46E-3 
CD70 206508_at 1,86E-3 
CALCA 217495_x_at 1,87E-3 
PML 211588_s_at 1,92E-3 
ARG1 206177_s_at 1,99E-3 
ULBP2 221291_at 2,44E-3 
SCYE1 202541_at 2,53E-3 
TAPBP 210294_at 2,54E-3 
RBP4 219140_s_at 2,78E-3 
CD247 210031_at 3,34E-3 
FGF2 204422_s_at 3,39E-3 
IL6ST 204863_s_at 3,77E-3 
IL21R 221658_s_at 3,89E-3 
BNIP3L 221478_at 3,95E-3 
MET 203510_at 4,22E-3 
MNX1 214614_at 4,88E-3 
TNFRSF6B 206092_x_at 5,32E-3 
JAG2 209784_s_at 5,33E-3 
LDB1 35160_at 5,53E-3 
IL5 207952_at 5,60E-3 
CCL17 207900_at 5,79E-3 
IGSF6 206420_at 6,12E-3 
MS4A1 217418_x_at 6,27E-3 
TGFB1 203084_at 6,74E-3 
ERAP1 214012_at 6,89E-3 
RPS14 208645_s_at 7,73E-3 
TNFSF12/ TNFSF13 205611_at 8,34E-3 
FGF12 214589_at 8,49E-3 
IKBKG 36004_at 8,49E-3 
HMGB1 200679_x_at 9,37E-3 
CD79B 205297_s_at 9,43E-3 
C1QBP 214214_s_at 9,47E-3 
IL33 209821_at 9,55E-3 
FCGR1B/ FCGR1C 214511_x_at 9,67E-3 
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La 3
ème
 méthode d’analyse de survie correspond à l’analyse selon la méthode classique décrite 
par Cox. Elle calcule un z-score et elle a mis en évidence 28 gènes associés à la survie (Cf. 
Tableau 8). 
Gène Sonde Z score p-value 
MNX1 214614_at 3,53908049 4,0E-4 
CX3CL1 203687_at; 823_at -3,37424902 7,4E-4 
BCL11A 219497_s_at 3,29719206 9,8E-4 
ACVR2A 205327_s_at 3,21595546 1,3E-3 
CX3CR1 205898_at -3,17468106 1,5E-3 
CSF1 209716_at; 207082_at; 211839_s_at -3,15958263 1,6E-3 
CSF1R 203104_at -3,13586297 1,7E-3 
PDGFC 218718_at -3,05093065 2,3E-3 
FGFR2 208225_at 2,91274758 3,6E-3 
BLNK 207655_s_at -2,90463999 3,7E-3 
CD22/MAG 204581_at 2,89668148 3,8E-3 
SMAD3 218284_at -2,88240998 3,9E-3 
CHIT1 208168_s_at 2,8499773 4,4E-3 
LYN 210754_s_at; 202625_at -2,83255808 4,6E-3 
CSF2RA 210340_s_at -2,83012098 4,7E-3 
FGF2 204422_s_at -2,81572319 4,9E-3 
IL1B 205067_at -2,80151765 5,1E-3 
EXOSC9 205061_s_at 2,74840052 6,0E-3 
CCBP2 206887_at -2,68676792 7,2E-3 
EDNRB 204271_s_at; 206701_x_at -2,6877713 7,2E-3 
IL6ST 212195_at -2,68857265 7,2E-3 
RELA 209878_s_at -2,67692484 7,4E-3 
IL21R 221658_s_at -2,67025027 7,6E-3 
CXADR 203917_at 2,66655747 7,7E-3 
FCGRT 218831_s_at -2,64595481 8,1E-3 
TNFSF12 205611_at -2,62573641 8,6E-3 
CFP 206380_s_at 2,62418887 8,7E-3 
FOXO3 217399_s_at -2,61378728 9,0E-3 
Tableau 8 : analyse des Z scores.
Les 28 gènes (1
ère
 colonne) et leurs sondes correspondantes (2
ème
 colonne) ayant un impact 
significatif sur la survie par la méthode de Cox sont rapportés dans ce tableau. Les valeurs de 
z-score des différents gènes sont également rapportées dans la 3
ème
 colonne et les p-values 
dans la dernière colonne.  
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Les valeurs de z-scores peuvent également être représentées selon un diagramme, les valeurs 
négatives à gauche et les valeurs positives à droite (Cf. Figure 10). Cette méthode est la seule 
des 3 méthodes précédentes permettant de décrire l’impact sur la survie de manière positive 
ou négative. En effet, 19 gènes ayant un impact pronostique positif dans notre analyse ont une 
valeur des z-scores négative : FOXO3, TNFSF12, FCGRT, IL21R, RELA, CCBP2, DENRB, 
IL6ST, IL1B, FGF2, CSF2RA, LYN, SMAD3, BLNK, PDGFC, CSF1R, CSF1, CX3CR1 et 
CX3CL1. Les 9 gènes ayant un impact péjoratif sur la survie ont une valeur de z-score 
positive : MNX1, BCL11A, ACVR2A, FGFR2, CD22, CHIT1, EXOSC9, CXADR et CFP. 
Figure 10 : représentation des Z scores des 28 gènes significatifs par la méthode de Cox. 
Les 19 gènes ayant un impact pronostique positif ont une valeur négative des z-scores 
représentée à gauche, les 9 gènes ayant un impact péjoratif sur la survie ont une valeur de z-
score positive représentée à droite. 
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Cent huit gènes ont un impact significatif en survie avec au moins une des 3 méthodes 
précédentes et les gènes communs sont décrits dans le diagramme de Venn (Cf. Figure 11). 
Figure 11 : diagramme de Venn des 3 méthodes statistiques et des gènes du risque.
Les différents gènes significatifs dans 2 méthodes d’analyse sont écrits en noir et les gènes 
communs à 3 méthodes en rouge. Le nombre de gènes significativement associés à la survie 
est noté dans les 3 cercles correspondant chacun à une méthode statistique. Trois gènes sont 
communs aux 3 méthodes et 12 communs à 2 méthodes sur les 108 gènes significatifs en 
survie.  
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2.3.4. Modèle mathématique de survie  
Le modèle des gènes immuns est un modèle mathématique établi par le logiciel R, permettant 
de calculer la probabilité de survie à un temps t dans une cohorte donnée. Il a été construit à 
partir des gènes associés à la survie en utilisant la méthode décrite par de Tayrac, Aubry et al. 
(169). Il comporte 6 gènes immuns: ACVR2A, CD22, MNX1, ARG1, RPS19, FGF2. 
L’équation du score de risque est basée sur l’expression pondérée de ces 6 gènes selon la 
formule suivante : score du risque = (0,744 x CD22) + (2,109 x ACVR2A) + (0,860 x MNX1) 
+ (-1,328 x RPS19) + (-1,028 x FGF2) + (0,913 x ARG1). Le seuil du score fixé à 0,30, 
stratifie de manière optimale la cohorte d’entrainement en fonction de la survie globale 
(p=4E-13).  
Quatre gènes ont un mauvais pronostic : ACVR2A, CD22, MNX1, ARG1 et 2 gènes un bon 
pronostic : RPS19 et FGF2. Les z-scores des gènes significatifs selon la méthode de Cox sont 
concordants : FGF2 a un impact pronostique positif, MNX1, ACVR2A et CD22 ont des 
impacts péjoratifs sur la survie. ACVR2A, CD22, MNX1 sont retrouvés significatifs dans 3 
méthodes, ARG1 et FGF2 dans 2 méthodes, et RPS19 retrouvé dans la méthode des quartiles. 
Les gènes du risque sont retrouvés dans tous les 5 modules de co-expression enrichis en gènes 
ayant un impact sur la survie. ACVR2A appartient au module bleu (NK et immunité innée),
ARG1 appartient au module jaune (cytokines et CMH), RPS19 appartient au module turquoise 
(cellules myéloïdes), CD22, MNX1 appartiennent au module marron (transduction du signal et 
lectines) et FGF2 appartient au module vert (activation cellulaire et apoptose). Ce qui 
témoigne de leur potentielle indépendance fonctionnelle. Aucun des 6 gènes du modèle de 
risque n’appartient au module rouge. Par ailleurs, MNX1 et RPS19 font partie des 27 gènes 
associés individuellement à la survie dans l’analyse de co-expression.  
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A partir de ce modèle de risque, les patients des différentes cohortes de validation ont été 
classés en haut ou bas risque en fonction du score obtenu avec cette équation mathématique. 
Nous avons donc ensuite comparé les courbes de survie des patients ayant un bas risque (en 
bleu) versus un haut risque (en rouge) selon la méthode de Kaplan-Meier avec une p-value 
calculée selon le test du log-rank. 
La stratification sur la cohorte d’entrainement du risque avec un seuil de 0,30 a donc identifié 
deux groupes de patients avec une différence statistiquement significative de survie globale 
(p= 4E-13). Le groupe de bas risque (n= 66) a une survie médiane de 22,3 mois, le groupe de 
haut risque (n= 49) a une médiane de survie globale de 7,3 mois (Cf. Figure 12). 
Figure 12 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu d’entrainement publié par 
de Tayrac (n=115 GBM). 
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque (n=49, médiane de survie à 
7,3 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu (n=66, médiane de 
survie à 22,3 mois). 
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La stratification de la cohorte de validation (publiée par Petalidis et al.) au seuil du score de 
risque à 0,30 a identifié deux groupes de patients avec une différence significative de survie 
globale (p<0,00012). Le groupe de bas risque (n= 18) a une survie médiane de 12 mois, le 
groupe de haut risque (n= 21) a une médiane de survie globale de 6 mois (Cf. Figure 13). 
Figure 13 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu de validation publié par 
Petalidis (n=39 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque (n=21, médiane de survie à 
6 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu (n=18, médiane de 
survie à 12 mois). 
Le modèle de risque à 6 gènes a donc été établi sur une cohorte d’entrainement et il a été 
validé sur une cohorte de validation. Nous avons confirmé ce modèle de risque sur 4 autres 
cohortes : deux publiées dans la littérature et deux autres locales.  
P
ro
b
ab
ili
té
 d
e 
su
rv
ie
102
2.3.5. Validation du modèle de risque à 6 gènes immuns 
Nous avons étudié la robustesse de notre modèle sur 2 autres études publiées par Lee et al. et 
Verhaak et al. accessibles dans la littérature. Ces deux jeux de données regroupent les 
résultats d’expression de biopuces Affymetrix (147;165). 
Ce prédicteur à 6 gènes permet d’identifier à nouveau 2 groupes de patients avec une 
différence de survie globale significative. La médiane de survie des patients à haut risque 
(n=87) est de 11,7 mois versus 18,5 mois pour les patients à bas risque (n=74) dans la cohorte 
GSE13041 (p<0,001) (Cf. Figure 14). 
Figure 14 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu publié par Lee (n=161 
GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque (n=87, médiane de survie à 
11,7 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu (n=74, médiane de 
survie à 18,5 mois). 
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Dans la cohorte du TCGA, la médiane de survie des patients à haut risque (n=50) est de 7,7 
mois versus 12,4 mois pour les patients à bas risque (n=123) (p<0,01) (Cf. Figure 15). 
Figure 15 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu publié par Verhaak (n=173 
GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque (n=50, médiane de survie à 
7,7 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu (n=123, médiane de 
survie à 12,4 mois). 
Nous avons ensuite validé ce modèle de risque à 6 gènes immuns sur deux cohortes locales de 
GBM. 
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La 1
ère
 cohorte locale est constituée de 41 GBM et TGNM, dont l’expression des gènes est 
analysée sur puces Agilent. La médiane des patients à haut risque est de 9,3 mois (n=17) 
versus 19,3 mois pour les patients à bas risque (n=24) (p<0,01) (Cf. Figure 16). 
Figure 16 : courbe de survie en fonction du risque sur la cohorte locale Agilent (n=41 
GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque (n=17, médiane de survie à 
9,3 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu (n=24, médiane de 
survie à 19,3 mois). 
Enfin, nous avons étudié ce modèle de risque sur une population locale de 57 GBM traités de 
manière homogène par le traitement standard, le protocole publié par Stupp. Cette validation 
du modèle de risque a été faite en utilisant une autre technique simple d’utilisation, la RT-Q 
PCR, pour mesurer l’expression des transcrits des 6 gènes. 
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Le risque à 6 gènes sépare également 2 sous-groupes pronostiques. La médiane de survie des 
patients à haut risque (n=7) est 13,9 mois versus 18,5 mois pour les patients de bas risque 
(n=50), avec une différence statistiquement significative (Cf. Figure 17). 
Figure 17 : courbe de survie en fonction du risque sur la cohorte locale par RT-PCR 
(n=57 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque (n=7, médiane de survie à 
13,9 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu (n=50, médiane de 
survie à 18,5 mois). 
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2.3.6. Modèle de risque à 6 gènes et statut du promoteur de MGMT
Le statut de méthylation de MGMT étant un facteur prédictif reconnu de la réponse à la 
chimiothérapie par témozolomide, nous l’avons donc pris en compte dans l’évaluation des 
performances de notre modèle de risque. 
Une analyse univariée des données de la méta-analyse publiée par de Tayrac et al. a retrouvé 
comme facteurs associés à la survie globale : le statut de méthylation de MGMT et le risque à 
6 gènes. Le sexe, l’histologie, l’âge et l’index de performance status selon KPS sont des 
facteurs qui ne sont pas statistiquement associés à la survie. En analyse multivariée, le statut 
de méthylation de MGMT et le risque à 6 gènes restent significatifs (p=0.02 and p=0.01, 
respectivement). 
Dans le sous-groupe de bon pronostic, défini par la méthylation du promoteur du gène de la 
MGMT, le risque à 6 gènes permet toujours de séparer les patients en 2 sous-groupes 
pronostiques statistiquement différents dans 3 des cohortes de validation. Le statut de MGMT
méthylé sera représenté en pointillé et le statut non méthylé en trait plein sur les courbes de 
survie. 
Dans la cohorte GSE13041, les 86 patients ayant un GBM dont le promoteur de MGMT
méthylé sont séparés de manière significative selon le risque à 6 gènes en un groupe de bas 
risque (n=39) avec une médiane de survie de 21,2 mois versus un groupe de haut risque 
(n=47) avec une médiane de 13,1 mois. Dans cette cohorte GSE 13041, les 75 patients ayant 
un GBM dont le promoteur de MGMT est non méthylé ont une médiane de survie de 11,9 
mois (Cf. Figure 18). 
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Figure 18 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur le jeu publié 
par Lee (n=161 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=47, médiane de survie à 13,1 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des 
patients à bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=39, médiane de survie 
à 21,2 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein 
(n=75, médiane de survie à 11,9 mois). 
Cohorte [GSE13041]: Statut MGMT + risque 
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Dans notre cohorte locale de 41 GBM et TGNM, le risque à 6 gènes sépare également le sous-
groupe de bon pronostic (promoteur de MGMT méthylé) de manière significative. La médiane 
de survie des patients ayant un statut méthylé de MGMT de bas risque est de 25 mois (n=16) 
versus 8,1 mois (n=8) pour les hauts risques. La médiane de survie des 17 patients ayant un 
promoteur de MGMT non méthylé est de 10,4 mois (Cf.Figure 19). 
Figure 19 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur la cohorte 
locale Agilent (n=41 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=8, médiane de survie à 8,1 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des 
patients à bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=16, médiane de survie 
à 25 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein 
(n=17, médiane de survie à 10,4 mois). 
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Pour les 56 patients de notre cohorte de RT-Q-PCR, comprenant les GBM traités de manière 
standard, dont le statut de MGMT est connu, seul ce statut et le risque à 6 gènes sont 
statistiquement significatifs en analyse univariée et multivariée (p=0,045 et p=0,036 
respectivement). 
Les 22 patients ayant une méthylation du promoteur de MGMT sont séparés en 2 sous 
groupes : bas risque (n=19) avec une médiane de survie de 21,8 mois versus haut risque (n=3) 
avec une médiane de 13,9 mois de manière significative bien que l’effectif soit faible dans le 
groupe à haut risque. Les 34 patients ayant un promoteur de MGMT non méthylé ont une 
survie médiane de 17,1 mois (Cf. Figure 20). 
Figure 20 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur la cohorte 
locale par RT-Q PCR (n=56 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=3, médiane de survie à 13,9 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des 
patients à bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=19, médiane de survie 
à 21,8 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein 
(n=34, médiane de survie à 17,1 mois). 
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Contrairement aux 3 précédentes cohortes, dans la cohorte du TCGA, le risque à 6 gènes ne 
permet pas de séparer significativement les groupes de bon pronostic avec un promoteur de 
MGMT méthylé (n=44) (Cf. Figure 21).  
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Figure 21 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur le jeu publié 
par Verhaak (n=164 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=11, médiane de survie à 8,5 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des 
patients à bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=31, médiane de survie 
à 15,7 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein 
(n=122, médiane de survie à 10,6 mois). 
Cependant, dans le groupe de plus grand effectif de cette cohorte de TCGA (promoteur de 
MGMT non méthylé, n=122), le risque à 6 gènes sépare 2 sous groupes de pronostic différent 
(Cf. Figure 22).  
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Figure 22 : courbe de survie en fonction du risque si promoteur MGMT non méthylé sur 
le jeu publié par Verhaak (n=122 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque avec un statut MGMT non 
méthylé (n=33, médiane de survie à 5,9 mois) est représentée en rouge en trait plein, celle des 
patients à bas risque avec un statut MGMT non méthylé en bleu en trait plein (n=89, médiane 
de survie à 11,8 mois). 
Il s’agit peut-être d’un défaut de puissance dans le groupe de patients ayant un promoteur de 
MGMT méthylé publié par Verhaak, qui ne permet pas d’atteindre une significativité 
suffisante même si l’on observe une tendance concordante.  
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2.3.7. Modèle de risque à 6 gènes et sous-types de GBM  
Récemment, 3 sous-types transcriptomiques de GBM ont été décrits par Phillips et al. : 
proneural, proliférant et mésenchymateux. Verhaak et al. ont également classé les GBM selon 
4 sous-types transcriptomiques : proneural, classique, mésenchymateux et neural (147;164).  
Les sous-groupes de GBM dits proneuraux et mésenchymateux semblent les plus robustes, ils 
sont retrouvés selon les 2 classifications. Comme les GBM proneuraux sont les seuls dans ces 
2 publications à avoir un impact sur la survie, les GBM ont été analysés en fonction de leur 
appartenance ou non au sous-groupe proneural (147;165).  
Nous avons donc analysé l’intérêt du risque à 6 gènes en fonction des sous-groupes de GBM 
dans les 2 cohortes publiées par Verhaak et al. et Lee et al. et dans uniquement notre cohorte 
locale de 41 GBM et TGNM (l’attribution des sous-groupes étant impossible pour la cohorte 
de RT-Q PCR). Le risque à 6 gènes permet de séparer le sous-groupe de GBM proneuraux 
dans la cohorte GSE13041 en deux bras de pronostic différent. La médiane de survie des 20 
patients de bas risque est de 28,7 mois versus 11,9 mois chez les 21 patients de haut risque 
(p< 0,001) (Cf. Figure 23). La courbe de survie des patients ayant un GBM proneural à haut 
risque se rapproche de celle des GBM non proneuraux (médiane de 12,9 mois). 
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Figure 23 : courbe de survie en fonction du risque si GBM proneural versus non 
proneural sur le jeu publié par Lee (n=161 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque proneuraux (n=21, médiane 
de survie à 11,9 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu 
proneuraux (n=20, médiane de survie à 28,7 mois) et celle des patients non proneuraux en 
noir (n=120, médiane de survie à 12,9 mois). 
Dans la cohorte du TCGA, le risque à 6 gènes classe 35 patients ayant un GBM proneural à 
bas risque avec une survie médiane statistiquement plus longue de 11,3 mois versus 3,4 mois 
chez les 13 patients ayant un GBM proneural à haut risque (Cf. Figure 24).  
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Figure 24 : courbe de survie en fonction du risque si GBM proneural versus non 
proneural sur le jeu publié par Verhaak (n=173 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque proneuraux (n=13, médiane 
de survie à 3,4 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu 
proneuraux (n=35, médiane de survie à 11,3 mois) et celle des patients non proneuraux en 
noir (n=125, médiane de survie à 11,6 mois). 
Dans notre cohorte locale, 12 patients sont classés dans le sous-groupe de GBM proneuraux. 
Dix patients ayant un GBM proneural ont un bas risque selon le modèle mathématique avec 
une survie médiane de 24,8 mois et deux patients seulement sont considérés à un haut risque 
avec une survie médiane de 4,7 mois. 
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Bien que les effectifs soient faibles dans chaque sous-groupe, la différence de survie est 
statistiquement significative. Dans les autres sous-types, rassemblés ici sous la dénomination 
de non proneuraux, le risque à 6 gènes ne permet pas de les différencier en 2 sous-groupes 
pronostiques statistiquement significatifs (Cf. Figure 25). La courbe de survie des patients 
traités pour un GBM non proneural est entre celle des GBM proneuraux à haut risque et à bas 
risque. 
Figure 25 : courbe de survie en fonction du risque si GBM proneural versus non 
proneural sur la cohorte locale Agilent (n=41 GBM).
La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients à haut risque proneuraux (n=2, médiane 
de survie à 4,7 mois) est représentée en rouge, celle des patients à bas risque en bleu 
proneuraux (n=10, médiane de survie à 24,8 mois) et celle des patients non proneuraux en 
noir (n=29, médiane de survie à 12,5 mois). 
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2.4. Discussion 
2.4.1. Expression des gènes immuns dans les GBM 
Nous avons mis en évidence un profil d’expression des gènes immuns différent entre le 
cerveau non tumoral dit normal et le GBM. Plus d’une centaine de gènes sont ainsi exprimés 
différentiellement entre le cerveau normal et le GBM. Cela souligne une probable implication 
du système immun dans le glioblastome avec des gènes plus ou moins activés dans cette 
pathologie. Ainsi parmi les gènes d’expression différentielle dans le GBM, nous retrouvons la 
plupart des gènes immuns qui ont été déjà été rapportés fréquemment dans la littérature, tels 
que les gènes des cytokines, des chimiokines, leurs récepteurs, les clusters de différenciation 
et les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité.  
Nous retrouvons également les gènes, dont l’action immune est moins ou mal connue et 4 des 
6 gènes du modèle de risque (FGF2, CD22, MNX1, RPS19). Ces gènes pourraient constituer 
des cibles thérapeutiques potentielles pour une immunothérapie, du fait de leur expression 
différente entre le cerveau normal et le GBM. Cependant nous savons que le GBM est une 
tumeur hétérogène, nous avons démontré que l’expression des gènes varie d’une tumeur à 
l’autre. Or pour augmenter l’efficience des stratégies d’immunothérapie, il faudrait cibler les 
gènes immuns communs d’expression différentielle homogène dans le GBM. 
Malheureusement, la plupart de gènes présentent une expression différentielle hétérogène 
inter-tumorale. Une autre possibilité serait de classer les GBM en sous-groupes en fonction de 
l’expression des gènes et de proposer une thérapie plus ciblée en fonction du profil 
d’expression.
Ces gènes immuns différentiellement exprimés entre le cerveau non tumoral et les 
échantillons de GBM et au sein des GBM sont potentiellement exprimés dans différentes 
cellules immunes (lymphocytes B, T, NK…) et lors des réponses immunes innée et/ou 
acquise. 
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Nous avons voulu préciser l’implication éventuelle du système immun dans le GBM en 
procédant à une analyse de réseaux de co-expression des gènes immuns. Après annotation 
fonctionnelle grâce au logiciel DAVID, un enrichissement des gènes retrouve par ordre de p-
values significatives les fonctions suivantes : activation des leucocytes, activation cellulaire, 
fonction membranaire, fonction transmembranaire et activation lymphocytaire (p<0,001).  
De récentes études transcriptomiques ont rapporté des signatures immunes dans les profils 
d’expression des gènes dans les gliomes (164;166-168;201-
203;209;210;212;213;216;217;219-221;225) et dans le GBM (147;153;165;190;204-
208;211;214;215;222-224;226-228). Dans notre étude, nous retrouvons 6 modules de co-
expression (cellules NK-immunité innée, cytokines-CMH, signalisation cellulaire-lectines, 
activation cellulaire-apoptose, cellules myéloïdes et régulation de la réponse immune).  
La plupart des signatures établies sont associées aux cellules myéloïdes ou macrophages 
(190;201-203;206;208;209;211), ce qui est en accord avec l’infiltration déjà décrite de 
macrophage/microglie dans les GBM (364;484;492). Nous avons également trouvé une 
signature myéloïde et monocyte/macrophage dans 2 modules de co-expression comportant par 
exemple les gènes CD11b, CD14, CD163, CMH de classe I et TLR. Une signature NK mise 
en évidence dans notre étude a été également rapportée dans la littérature (201;210;211;217). 
Deux signatures pronostiques cellules NK-réponse innée et cytokines-chimiokines ont été 
mises en évidence par l’enrichissement en gènes associés à la survie de ces 2 modules. Les 
cytokines et chimiokines du module de co-expression sont soit impliquées dans le recrutement 
des cellules T, monocytes/macrophages et neutrophiles (gènes CX3CR1/CX3CL1, CXCL9 et 
CXCR2), soit dans la régulation des monocytes/macrophages, éosinophiles, cellules T et NK 
(gènes MIF, IL5, IL12A and IL16). 
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Ainsi, les 2 modules de co-expression enrichis significativement en gènes associés à la survie 
(cellules NK, cytokines et chimiokines) dans notre étude, semblent refléter le recrutement de 
diverses cellules immunes telles que les cellules NK, T, monocytes/macrophages et 
neutrophiles et témoignent également de l’implication potentielle de la réponse innée dans la 
survie de patients traités pour un GBM. 
2.4.2. Expression des gènes immuns associés à la survie globale des patients  
Les signatures immunes publiées associées à la survie des patients sont controversées en 
terme de cellules impliquées (myéloïdes, macrophages, cellules T, NK) et en terme de valeur 
pronostique (survie péjorative ou plus longue). Murat et al. ont rapporté une survie plus 
longue en cas de signature de réponse innée ou macrophagique (cluster G24, 134 sondes dont 
CD11b et CD163) (208), contrairement aux autres données publiées. Gravendeel et al. ont 
ainsi décrit une signature de réponse immunitaire associée à une survie courte dans les 
gliomes (Cluster 23, catégorie fonction M) (166), Irliev et al. ont décrit une signature T (CD4 
et CD8) et myéloïde (CMH type II, TLR1 et 2) de 499 gènes associés à une évolution 
également plus péjorative (module M7) (202) et Godard et al. ont rapporté une signature NK 
(cluster de gènes G12 incluant récepteur Fc gamma et DAP-12) plus exprimée dans les GBM 
de novo de mauvais pronostic par rapport aux GBM secondaires et aux astrocytomes de bas 
grades (201). Ducray et al. ont rapporté une signature plus immune (cluster G24) chez les 
répondeurs à la radiothérapie (204). Les 2 études les plus récentes sont également 
controversées avec un pronostic favorable d’une signature immune T, microglie-macrophage 
et réponse innée dans l’article de Donson et al. (190) alors que la signature immune 
macrophage, monocyte et granulocyte décrite par Engler et al. est associée à un pronostic 
péjoratif (211). 
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La signature immune obtenue par notre analyse de co-expression network a également une 
valeur pronostique. En effet, 5 des 6 modules retrouvés sont enrichis en gènes ayant un impact 
sur la survie globale. Malheureusement, nous ne pouvons pas savoir par cette méthode si 
l’impact de l’expression (sur ou sous expression dans le GBM) de ces gènes sur la survie est 
péjoratif ou non. Bien que ces données soient d’interprétations difficiles, elles soulignent 
cependant qu’une signature immune pourrait avoir un impact pronostique. Nous avons voulu 
approfondir ces résultats préliminaires par d’autres méthodes mathématiques et déterminer 
parmi les gènes immuns associés à la survie, lesquels constituent des variables indépendantes 
qui contribuent le mieux à expliquer la survie au sein de nos cohortes de GBM.  
Dans notre étude, nous avons mis en évidence par 3 différentes méthodes statistiques 108 
gènes immuns associés directement avec la survie de patients traités pour un GBM. Ces 108 
gènes associés à la survie sont connus comme impliqués dans la biologie des cellules B (gènes 
des immunoglobulines, BLNK, CD19, CD20, CD22…), des cellules T (CD1E, PTCRA, 
CD247…), NK (KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL3…), des cellules myéloïdes incluant les 
monocytes/macrophages (ADAMDEC1, CD89/FCAR, CD64/FCGR1B, FCGR1C…) et les 
neutrophiles (CD89, NCF1B…). Ces gènes peuvent également correspondre à des cytokines 
ou chimiokines (CCL15, CCL17, IL1B, IL5…) ou correspondre à des gènes impliqués dans la 
modulation de la réponse immune (APRIL, ARG1, CD70, B7-H4, ICOSLG, NOS2A, TGFB1, 
TWEAK…). En effet, le GBM développe des mécanismes intrinsèques pour inhiber la réponse 
immune anti-tumorale (484;485) et facilite l’infiltration de cellules suppressives telles que les 
LTreg (397) et les monocytes suppresseurs (360). 
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Marko et al. distinguent par une étude préliminaire génomique les gènes immuns en fonction 
de leur impact sur la survie. Deux groupes de patients de survie différente sont définis : GBM 
survivant plus de 2 ans (n=7) versus moins de 9 mois (n=13) (207). Dans cette étude, 2 gènes 
immuns (IL17 et SERPING1) sur les 6 associés significativement à la survie (CD34, IGHG1, 
IL13RA1, IL22) sont corrélés positivement. Dans notre analyse de profils immuns au sein des 
GBM, les gènes CD34, IGHG1, IL13RA1, et les récepteurs A, B, C de l’IL17 sont également 
différentiellement exprimés. Mais ils ne sont pas retrouvés significativement associés à la 
survie des patients. L’impact pronostique rapporté dans la littérature de ces 6 gènes immuns 
est peut-être lié à la sélection de l’étude publiée par Marko et al. (longs versus courts 
survivants). 
Finalement, nous avons établi un modèle de risque de survie basée sur l’expression pondérée 
de 6 gènes en suivant la méthode décrite par Marie de Tayrac et al. de notre laboratoire (169). 
Ce modèle permet de discriminer les patients traités pour un GBM par le traitement standard 
de chimio-radiothérapie concomitante puis adjuvante en 2 groupes de survie statistiquement 
différent. Ces 6 gènes du risque ACVR2A, ARG1, CD22, FGF2, MNX1 et RPS19 sont répartis 
dans les 5 modules de co-expression enrichis en gènes ayant un impact sur la survie et 
peuvent être considérés comme leurs représentants. MNX1 et RPS19 font partie des 27 gènes 
impactant par eux-même la survie dans l’analyse de co-expression. ACVR2A, CD22 et MNX1 
sont retrouvés significatifs dans les 3 méthodes statistiques utilisées précédemment.  
Ces 6 gènes ne sont pas tous connus pour être des marqueurs spécifiques des cellules 
immunes ou des sous-populations de cellules immunes. Bien qu’ils soient connus dans 
certains cancers, ils n’ont pas ou peu été décrits dans le GBM. 
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ACVR2A est le récepteur pour l’activine A, plus particulièrement de type 2A, il appartient à 
la superfamille de TGF. Ce récepteur est une protéine transmembranaire composé d’un 
domaine extracellulaire, riche en cystéine, un domaine transmembranaire et un domaine 
cytoplasmique sérine/thréonine. Le ligand se fixe sur le domaine extracellulaire du récepteur 
de type II, puis se forme un complexe hétérodimérique avec un récepteur de type I, qui 
transmet le signal après phosphorylation par le récepteur de type II. In vitro, l’activine A peut 
induire la différenciation neuronale (493) et elle semble essentielle pour la neurogenèse suite 
à une dégénération neuronale (494). Dans les modèles murins, l’activine A stimule la 
croissance névritique et réduit le nombre de neurones altérés (495;496). En synergie avec 
l’action de FGF, ACVR2A transmet le signal de croissance de l’activine via la 
phosphorylation de SMAD2, notamment dans la prolifération des cellules cancéreuses 
prostatiques (497). De plus, l’activine A et le FGF semblent participer à la maintenance du 
phénotype des cellules souches embryonnaires humaines (498). La mutation de ce gène 
ACVR2A est fréquente dans le cancer du colon avec instabilité des microsatellites (499). Une 
étude montre également que l’infiltration de cellules immunes T CD3+ est associée à la 
mutation de ce gène dans 92% des cas et à un meilleur pronostic que celle sans infiltration 
(500). ACVR2A est un gène retrouvé dans notre étude significativement associé à la survie 
selon les 3 méthodes statistiques et son ligand codé par le gène INHBA est également retrouvé 
significativement associé à la survie selon la méthode Cox pas à pas. 
ARG1, 1’arginase 1 est une enzyme cytosolique qui hydrolyse l’arginine en urée et ornithine, 
les précurseurs de la synthèse des polyamines, proline et glutamate (501). L’arginine semble 
essentielle dans le cerveau pour le protéger des dommages ischémiques induits par l’oxyde 
nitrique (502;503). ARG1 est impliquée dans les mécanismes d’immunosuppression en 
diminuant l’activation des cellules T (504). IL4, IL10, IL13, TGF, PGE2 stimulent la 
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production d’arginase (505). Chez les patients ayant un GBM, il a été montré qu’une 
population de neutrophiles dégranulés est associée à une augmentation du taux d’ARG1 
plasmatique et une expression plus faible de cellules T CD3 chaîne zeta (506). Une 
supplémentation en arginine contrecarre ces effets d’immunosuppression (506). Les MDSC 
inhibent la réponse T allogénique in vitro via la déplétion en L-arginine par la sécrétion 
d’ARG1 (507-511). Chez des patients ayant un cancer bronchique non à petite cellule non 
traité, une étude a montré que les cellules CD11b+/CD14-/CD15+/CD33+ correspondant aux 
MDSC expriment l’oxyde nitrique synthase inductible (inducible nitric oxyde synthase en 
anglais iNOS) et l’ARG1 (512). Une autre étude a montré que l’apport exogène d’IL13 dans 
la culture augmente l’expression d’ARG1, qui est nécessaire pour l’activité suppressive du 
sous-groupe de MDSC, appelé MDSC-IL13 (507). 
CD 22, récepteur de cellules B (ou sialic acid-binding Ig-like lectin en anglais SIGLEC 2), est 
un membre de la superfamille des immunoglobulines et considéré comme une molécule 
d’adhésion et de signalisation (513;514). Il est normalement exprimé par les cellules B 
activées (514). Le CD22 est un médiateur des interactions entre les lymphocytes B, il jouerait 
également un rôle dans la localisation des LB dans les tissus lymphoïdes et dans la régulation 
positive via les tyrosines kinases de la famille Src. Il agit comme un récepteur inhibiteur en 
recrutant des phosphatases via leur domaine SH2 et bloquerait la transduction du signal grâce 
à la déphosphorylation des molécules de la transduction du signal (515). Dans notre étude, 
l’expression du CD22 est de mauvais pronostic, or les lymphocytes B infiltrent rarement les 
GBM comme nous le verrons dans la prochaine partie. Le CD22 agirait donc via d’autres 
cellules. Une étude a rapporté par exemple que les neurones peuvent le sécréter pour inhiber 
via le CD45 l’activation de la microglie (516). Si l’action macrophagique est inhibée par le 
CD22, la prolifération du GBM peut être activée.   
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FGF 2, facteur de croissance fibroblastique basique ou de type 2, appartient à la famille des 
facteurs de croissance. Le gène FGF joue un rôle dans de nombreux processus biologiques, la 
protéine FGF2 stimule la croissance du GBM notamment (517). Le taux plasmatique de FGF 
semble plus élevé chez les patients ayant un GBM par rapport aux témoins (518). Le 
récepteur FGFR1 est exprimé dans le GBM contrairement au tissu normal, alors que FGFR2 
n’est pas retrouvé dans le GBM (519). Par définition FGF est un facteur de croissance, il est 
souvent associé à un pronostic péjoratif car son accumulation nucléaire favorise la 
prolifération (520). Il existe 4 isoformes de la protéine FGF2 aux propriétés biologiques 
différentes (521) : comme la sensibilité à l’irradiation in vitro des formes de bas poids 
moléculaires (522). Cependant l’isoforme de FGF2 de haut poids moléculaire semble pouvoir 
également inhiber la prolifération gliale in vivo via l’inhibition de 4E-BP1 (523), ce qui 
pourrait expliquer que l’expression de FGF2 soit associée à un meilleur pronostic dans notre 
étude.  
Le gène MNX1 code pour une protéine nucléaire, qui contient un domaine homéobox comme 
le souligne son autre nom (homéobox du motoneurone et du pancréas). Ce gène est surtout 
connu comme gène responsable du syndrome de Currarino, en effet la présence d’une 
mutation de ce gène entraine des malformations congénitales (malformation hémisacrée, 
anorectale associée à une masse présacrée), transmises de manière autosomique dominante 
(524;525). Il a été initialement décrit comme un facteur de transcription des cellules CD34+ et 
cellules B (526). Il est impliqué dans le développement de leucémies (527) et de tumeurs 
solides comme le cancer du colon (528) et le carcinome hépatocellulaire (529). Son 
expression intervient également dans la neurogenèse (530) notamment dans la différenciation 
en motoneurone, son action dans le GBM est encore mal connue.  
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Le gène RPS19 code pour la sous-unité 40S de la protéine ribosomale cytosolique 19S, 
connue pour être responsable de l’anémie de Diamond-Blackfan (531;532). Cette maladie 
correspond à une érythroblastopénie constitutionnelle caractérisée par l’absence ou la 
diminution du nombre de précurseurs érythroïdes. Ce gène aurait ainsi une fonction extra-
ribosomale notamment dans la différenciation et la prolifération érythropoïétique (533). 
RPS19 serait également impliqué dans l’apoptose via la voie de signalisation p53/BAX (534). 
Le dimère RPS19 a une action chimiotactique sur les monocytes et neutrophiles dans l’arthrite 
rhumatoïde (331;535;536). La protéine RPS19 est en effet secrétée par les cellules 
apoptotiques, or une dose faible inhiberait l’interaction du MIF et de CD74, et elle compromet 
l’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales via CXCR2 en limitant la disponibilité de 
MIF pour son récepteur favorisant le chimiotactisme (332;537). Un niveau élevé d’expression 
de ce gène RPS19 dans les selles a été rapporté comme de bon pronostic dans les carcinomes 
coliques (538). De plus, FGF2 interagit avec RPS19 pour conduire les cellules vers la 
signalisation de différenciation ou de prolifération (539-541). Ces 2 gènes, qui interagissent 
ensemble, sont les 2 gènes de bon pronostic de notre modèle. L’action de RPS19 est peu 
connue dans le GBM, elle est peut-être liée à la fonction chimiotactique sur les monocytes, à 
l’inhibition de l’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, à son action apoptotique 
et/ou à sa fonction de différenciation. 
Pour confirmer la robustesse de notre modèle à 6 gènes, nous avons validé ces résultats sur 
d’autres études de biopuces Affymetrix publiées (147;165), sur une cohorte locale de 
biopuces Agilent et enfin sur les données de RT-PCR quantitative d’une cohorte locale 
homogène de patients traités de manière standard pour un GBM selon le protocole publié par 
Stupp (74). Cette dernière technique a l’avantage d’être utilisable en routine dans la plupart 
des laboratoires tout en restant abordable par rapport aux techniques de microarrays. 
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Le risque à 6 gènes sépare les patients en 2 groupes pronostiques et il permet également de 
discriminer au sein des patients ayant un meilleur pronostic, défini par la méthylation du 
promoteur de MGMT, deux groupes ayant des survies statistiquement différentes. 
Actuellement, on distingue deux sous-groupes dans le GBM en fonction du statut du gène de 
la MGMT. Or bien que certains patients ont une tumeur dont le promoteur de MGMT est 
méthylé, l’évolution est parfois péjorative à court terme. Ce risque à 6 gènes devrait être 
validé en prospectif car il pourrait aider à découvrir un sous-groupe de patients ayant un 
pronostic plus péjoratif malgré la méthylation du promoteur de MGMT. Ce risque à 6 gènes 
immuns pourrait permettre de mieux stratifier dans l’avenir les patients pour mieux adapter 
les prises en charge dans le cadre ou non d’essais thérapeutiques.  
Les classifications des GBM en sous-types proneuraux, mésenchymateux, neuraux, classiques 
et proliférants selon Verhaak et Phillips (147;164) sont actuellement systématiquement 
étudiées pour mieux caractériser les données biologiques des GBM. Les GBM de sous-types 
proneuraux semblent avoir une survie plus longue d’après ces études quel que soit le 
traitement (147;204). Mais Holland et al. soulignent le caractère hétérogène de ce groupe dans 
leurs dernières présentations orales et publications (542). 
Le risque à 6 gènes permet de différencier deux sous-groupes de pronostic différent chez les 
patients ayant un GBM proneural. Cette différence n’est pas significative dans les autres sous-
types de GBM. Nous pourrions supposer du fait d’une survie plus longue, que la réponse 
immune antitumorale a plus de temps pour être initiée et ralentir par ce fait la progression 
tumorale chez ces patients ayant un profil immun particulier mis en valeur par ce risque à 6 
gènes (proneuraux à bas risque). D’autres études sont nécessaires pour valider ces hypothèses. 
Par ailleurs, l’impact du risque à 6 gènes dans le sous-type proneural pourrait nous inciter à 
leur proposer des essais d’immunothérapie. Cependant, Prins et al. retrouvent une survie plus 
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longue après une vaccination à base de cellules dendritiques dans un sous-groupe de GBM 
mésenchymateux, qui ont une infiltration lymphocytaire CD3+ CD8+, par rapport à une 
cohorte historique de contrôle de même expression génique (403). La vaccination a peut-être 
permis de rendre plus sensible cette sous-population résistante au traitement conventionnel 
(543). Aucune différence de survie a été mise en évidence dans le sous-groupe de GBM 
proneural après la vaccination par rapport à une cohorte historique contrairement à ce que 
nous pourrions penser. La réponse immune antitumorale a peut-être déjà eu lieu permettant 
d’obtenir spontanément une survie plus longue sans réponse supplémentaire de la stimulation 
de l’immunité par une vaccination sur la survie des patients pris en charge pour un GBM de 
sous-type proneural. Ces hypothèses doivent être étudiées puis validées en prospectif. 
ARTICLE N°6 (544) :
Immune genes are associated with human glioblastoma pathology and patient survival. 
Vauléon E, Avril T, Hamlat A, Etcheverry A, Chiforeanu DC, Menei P, Mosser J, Quillien 
V, Aubry M. 
BMC Med Genomics. 2012 Sep 14;5:41.  
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3. Etude des cellules immunes infiltrant les glioblastomes 
3.1. Objectifs 
Nous avons montré dans la partie précédente qu’au niveau génomique, une signature 
immunologique est associée au GBM et à la survie des patients. Nous avons complété ce 
travail par l’étude des cellules immunes infiltrant les GBM. 
De nombreux travaux publiés sont basés sur des études en IHC et décrivent des petites 
cohortes de patients. Un des inconvénients de l’IHC est l’impossibilité de combiner différents 
marqueurs pour caractériser les cellules. Nous avons choisi d’aborder cette question en 
utilisant une analyse par cytométrie en flux qui nous permet d’utiliser plusieurs marqueurs en 
même temps mais aussi de quantifier de façon précise des sous-populations cellulaires.  
Pour cela, nous avons travaillé sur des prélèvements tumoraux qui ont été dissociés puis 
congelés en présence de diméthylsulfoxyde (DMSO) pour préserver les cellules. Dans un 
premier temps, nous avons validé le fait que la congélation n’affecte pas la proportion initiale 
de cellules infiltrant les GBM. 
Nous avons ensuite étudié la proportion des cellules immunes viables CD45+ en utilisant 
cette banque de prélèvements tumoraux issus de GBM (n=73), de gliomes de grade III (n=12), 
gliomes de grade II (n=8) et de cerveaux issus de chirurgie d’épilepsie (n=2). La 
caractérisation des cellules infiltrant les tumeurs a été réalisée en utilisant des marqueurs 
exprimés par les différents contingents cellulaires immuns que sont les cellules monocytaires, 
lymphoïdes et granulocytaires. Nous avons ensuite confirmé que cette infiltration est présente 
sur le site tumoral mais pas dans le parenchyme sain ou à la marge de la tumeur; et qu’elle 
n’est pas influencée par la prise de corticoïdes. 
Enfin nous avons étudié l’association de cette infiltration avec la survie des patients. 
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3.2. Matériel et méthodes 
3.2.1. Echantillons tumoraux 
Les prélèvements sont issus de patients atteints de tumeurs cérébrales et opérés dans le service 
de Neurochirurgie à l’hôpital Pontchaillou de Rennes, en accord avec le comité local 
d’Ethique. Les échantillons tumoraux sont prélevés par le neurochirurgien au bloc opératoire 
puis directement collectés dans un tube de 50 ml contenant du milieu minimum essentiel 
d’Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) (Lonza®). 
Les informations cliniques des patients ont également été collectées, notamment le sexe, la 
date de naissance, la prise de corticoïdes et la survie globale. 
Les prélèvements sont disséqués afin d’enlever les vaisseaux sanguins puis coupés en 
morceaux de 2 à 3 mm
3
. Les fragments sont déposés dans un tube de type C (Miltenyi 
Biotec®) à raison de 1 à 3 g pour 10 ml de milieu DMEN. Les tissus tumoraux sont ensuite 
dissociés à l’aide de l’appareil GentleMacs (Miltenyi Biotec®) en utilisant le programme 
«m_impTumor_01» (maximum 10 ml de tissu dans le tube C GentleMacs®). Les 
prélèvements dissociés sont passés sur un tamis de 100 µm (BD Falcon®) et la suspension 
cellulaire est centrifugée 10 minutes (min) à 400g à température ambiante. Le culot cellulaire 
est remis en suspension et l’équivalent de 0,03 g de tissu est soit analysé directement, soit 
congelé à -150°C avec de l’albumine sérique humaine (human serum albumin en anglais 
HSA) 4% (LFB Biomédicaments®) contenant 10% DMSO. 
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3.2.2. Phénotypage des cellules infiltrant les tumeurs 
3.2.2.1. Préparation des échantillons 
L’équivalent de 1,5 mg de tissu est collecté par tube de cytométrie de flux (fluorescence 
activated cell sorter en anglais FACS) (BD Falcon®) et additionné de 2 ml de tampon
phosphate salin (phosphate buffered saline en anglais PBS), contenant 2% de sérum de veau 
fœtal (SVF) (Lonza®). Pour les prélèvements congelés, les cellules sont tout d’abord 
décongelées dans 25 ml de PBS contenant 20% de SVF. Après centrifugation de 10 min à 
400g, le culot cellulaire est remis en suspension avec du PBS 2% SVF. Les cellules sont 
centrifugées 10 min à 400g. Le culot cellulaire est remis en suspension dans 50 µl de PBS 2% 
SVF puis incubé avec 2 µg d’Ig humaines (Sigma-Aldrich®) pendant 5 min à température 
ambiante. Les cellules sont ensuite incubées avec les anticorps ciblant les marqueurs d’intérêt 
et directement marqués avec des fluorochromes (Cf. Tableau 9) pendant 30 min à 4°C. Les 
cellules sont lavées deux fois avec 2 ml de PBS contenant 2% de SVF puis le culot cellulaire 
est remis en suspension dans 350 µl de PBS/SVF. Dix µl de la 7-aminoactinomycine D 
(7AAD, BD Biosciences®), colorant qui a une forte affinité pour l’ADN et permettant ainsi 
de repérer les cellules mortes, sont ajoutés 10 min avant l’analyse par cytométrie en flux. Les 
anticorps décrits dans le tableau 9 nous ont servi pour l’analyse des sous-populations 
microgliale et macrophagique, granulocytaire et lymphocytaire.  
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3.2.2.2. Analyse par cytométrie en flux 
Les cellules marquées sont analysées par cytométrie en flux en utilisant un cytomètre en flux 
de type FACSCanto II (BD Biosciences®). Les données sont analysées à l’aide du logiciel 
FACS Diva (BD Biosciences®). 
Les cellules mortes marquées avec le 7AAD sont d’abord exclues de l’analyse puis la 
population d’intérêt est repérée par l’expression de la molécule CD45, marqueur pan-
leucocytaire. Les différentes sous-populations leucocytaires sont finalement distinguées par 
leur expression des molécules CD45 et CD11b (Cf. Figure 26). Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de la population d’intérêt par rapport au nombre total de cellules vivantes 
présentes dans les échantillons tumoraux.  
Figure 26 : analyse des populations infiltrantes par cytométrie de flux.
Les cellules issues de prélèvements tumoraux sont préparées comme indiqué dans la partie 
‘Matériel et méthodes’ puis marquées avec des anticorps anti-CD45 et CD11b. Après lavages, 
les cellules sont incubées avec le 7AAD puis analysées par cytométrie en flux. (A) Les 
cellules vivantes (en rouge) sont repérées par l’absence de fixation du 7AAD. (B) La 
population leucocytaire d’intérêt (en vert) est repérée parmi les cellules vivantes par 
l’expression de la molécule CD45. Le pourcentage des cellules CD45+ parmi les cellules 
vivantes présentes dans l’échantillon est indiqué au dessus de la fenêtre d’intérêt. (C) Cette 
population leucocytaire peut être décomposée en différentes sous-populations en fonction de 
leur profil d’expression des molécules CD45 et CD11b. 
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3.3. Résultats 
3.3.1. Effet de la congélation sur les populations leucocytaires infiltrant les 
tumeurs 
Les échantillons tumoraux issus de patients atteints de tumeurs cérébrales ont été dissociés 
puis congelés en HSA 10% DMSO pour garder les cellules intactes. Afin de vérifier l’absence 
de biais lié à cette congélation, nous avons dans un premier temps testé la présence de 
populations leucocytaires dans 5 échantillons tumoraux avant et après congélation. Comme 
indiqué dans les figures 27 et 28B, le pourcentage des cellules CD45+ infiltrant les tumeurs 
reste identique après congélation comparé à celui obtenu sur les échantillons fraîchement 
préparés.  
Figure 27 : comparaison du pourcentage de cellules leucocytaires dans les prélèvements 
de GBM fraîchement préparés et obtenus après décongélation.  
Les cellules fraîchement isolées ou décongelées sont analysées comme indiqué dans la figure 
28. Les résultats obtenus avec 5 prélèvements tumoraux différents sont exprimés en 
pourcentage de cellules CD45+ parmi l’ensemble des cellules vivantes testées. 
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De même, la répartition des sous-populations leucocytaires selon leur expression des 
molécules CD45 et CD11b reste inchangée sur les échantillons issus des tumeurs fraîches ou 
des même tumeurs après décongélation (Cf. Figure 28C).  
  
Figure 28 : comparaison des sous-populations leucocytaires dans les prélèvements de 
GBM fraîchement préparés et obtenus après décongélation.  
Les cellules fraîchement isolées ou décongelées sont lavées, marquées avec des anticorps 
spécifiques anti-CD45 et CD11b puis analysées par cytométrie en flux. Les cellules vivantes 
sont repérées par exclusion du 7AAD (A); les leucocytes, parmi les cellules vivantes par 
l’expression du marqueur CD45 (B) et les différentes sous-populations leucocytaires à partir 
des cellules CD45+ vivantes par l’expression de la molécule CD11b (C). Les valeurs 
indiquées près les fenêtres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les 
zones d’intérêt parmi l’ensemble des cellules vivantes testées. 
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3.3.2. Variation de la proportion de la population leucocytaire infiltrant les 
tumeurs cérébrales 
3.3.2.1. Influence du grade sur la population leucocytaire infiltrant les tumeurs 
cérébrales 
Nous avons ensuite étudié la proportion de cellules CD45+ parmi des cellules issues de 
différents prélèvements tumoraux : GBM (n=73), gliomes de grade III (n=12), de grade II 
(n=8). Une forte hétérogénéité de la proportion des cellules leucocytaires infiltrant les GBM 
est observée (de 0,15% à 44,6% - moyenne = 10,0%) (Cf. Figures 29 et 30B).  
Figure 29 : présence de sous-populations leucocytaires dans les prélèvements de tumeurs 
cérébrales.  
Les cellules fraîchement isolées ou décongelées sont analysées comme indiqué dans la figure 
28. Les résultats obtenus avec les prélèvements de GBM, de tumeurs cérébrales de grade III et 
II, et de cortectomie d’épilepsie (CN) sont exprimés en pourcentage de cellules CD45+. 
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Non seulement, une forte hétérogénéité de la population leucocytaire est observée dans les 
GBM mais également des sous-populations leucocytaires, avec la présence d’une infiltration 
plus ou moins forte de microglie/macrophage plus ou moins associée à une infiltration de 
polynucléaires et/ou de lymphocytes (Cf.Figures 30B et 30C).  
Figure 30 : présence de sous-populations leucocytaires dans les prélèvements de GBM.  
Les cellules décongelées sont lavées et analysées comme indiqué dans la figure 28.  
Les valeurs indiquées dans les fenêtres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées 
dans les zones d’intérêt parmi l’ensemble des cellules vivantes testées. 
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De façon remarquable, même si le nombre de tumeurs étudié est moindre, le pourcentage de 
cellules CD45+ retrouvées dans les tumeurs cérébrales de grade II et III semble inférieur à 
celui des GBM (moyenne = 1,93% et 4,57% respectivement) (Cf. Figure 29A et 31B). 
Figure 31 : présence de sous-populations leucocytaires dans les prélèvements de gliomes 
de grades II et III.  
Les cellules décongelées sont lavées et analysées comme indiqué dans la figure 28. Les 
valeurs indiquées dans les fenêtres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées 
dans les zones d’intérêt parmi l’ensemble des cellules vivantes testées. 
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3.3.2.2. Absence de la population leucocytaire infiltrant les tumeurs cérébrales dans les 
zones péri-tumorales et les cortectomies non-tumorales 
Nous avons testé si la présence de la population leucocytaire CD45+ est également retrouvée 
dans le parenchyme péri-tumoral ou bien celui de cortectomies issues de chirurgie d’épilepsie 
(en marge du site atteint). Nous avons observé une faible infiltration de cellules CD45+ dans 
les zones péri-tumorales issues de différents prélèvements de GBM (n=10) et d’un gliome de 
grade III alors que des cellules CD45+ infiltrent les zones tumorales correspondantes (en 
moyenne 1,0% dans les zones péri-tumorales contre 11,4% dans les zones tumorales) (Cf. 
Figures 32). 
Figure 32 : présence de sous-populations leucocytaires dans les zones tumorales et péri-
tumorales de prélèvements issus de tumeurs cérébrales.  
Les cellules fraîchement isolées ou décongelées sont analysées comme indiqué dans la figure 
28. Les résultats obtenus avec les prélèvements de GBM (cercle    ) et d’un gliome de grade 
III (carré   ) sont exprimés en pourcentage de cellules CD45+ parmi l’ensemble des cellules 
vivantes testées. 
De même, nous n’avons pas observé de cellules CD45+ dans les prélèvements issus de 
cortectomies d’épilepsie (n=2) (Cf. Figure 29).  
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3.3.3. Phénotypage des sous-populations leucocytaires infiltrant les GBM 
Nous avons montré une infiltration variable de cellules CD45+ dans les GBM. Parmi ces 
cellules, plusieurs sous-populations peuvent être distinguées par leur expression des 
molécules CD45 et CD11b entre autres (Cf. Figure 28C). 
La sous-population majoritaire, retrouvée dans tous les prélèvements de GBM infiltrés en 
leucocytes est la population hétérogène CD45+ CD11b+ (Cf. Figures 29 et 30C, en bleu foncé 
et violet) (supérieur à 2% dans 50 GBM sur 73). Deux autres sous-populations sont retrouvées 
moins fréquemment : la sous-population CD45
fort
 CD11b
faible 
(supérieur à 2% dans 7 GBM 
sur 73) et la sous-population CD45
faible
 CD11b
fort 
(supérieur à 2% dans 9 GBM sur 73) 
correspondant respectivement à la population lymphocytaire colorée en orange et 
granulocytaire colorée en bleu clair. 
Nous allons décrire les différentes sous-populations leucocytaires dans les prochains sous 
chapitres. 
3.3.3.1. Phénotypage de la sous-population majoritaire CD45+ CD11b+ 
Il a été précédemment décrit une infiltration importante des cellules 
microgliales/macrophagiques dans les tumeurs cérébrales (361;362;392), sans que les auteurs 
ne les différencient en cytométrie. En effet, la sous-population CD45+ CD11b+ est 
hétérogène, elle correspond à 2 types cellulaires : les macrophages ou monocytes et les 
cellules de la microglie. 
La sous-population a donc été testée dans notre analyse pour l’expression des molécules 
CD14, CD64, CD163, CD33, CD11c, CD105 et HLA-DR exprimées par les cellules de type 
monocytes/macrophages.  
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Comme le montre la figure 33, toutes les cellules CD45+ CD11b+ expriment les molécules 
CD64, HLA-DR, CD11c et CD105. Une grande majorité d’entre-elles expriment CD14 et 
CD33 (sauf les cellules du prélèvement #150). Une plus grande variabilité dans l’expression 
des molécules CD163 et CD16 est observée selon les tumeurs.  
Au sein de cette sous-population, les niveaux d’expression des molécules CD45+ CD11b+ 
permettent d’identifier deux groupes de cellules. Le groupe exprimant fortement CD45 et 
CD11b expriment également les molécules CD14, CD64, CD33, CD11c, CD16 et CD105 à 
des niveaux plus forts évoquant l’état activé des cellules.  
Contrairement à Iba1 en IHC, qui serait plus spécifique de la microglie, aucun marqueur 
commercialisé pour la cytométrie de flux ne permet pas de différencier les macrophages de la 
microglie. Bien qu’arbitrairement nous avons voulu séparer visuellement par deux couleurs 
différentes, la microglie non activée, représentée par des points violets, correspondant à des 
cellules exprimant moins fortement CD45+ et CD11b+ et exprimant moins les marqueurs 
d’activation (CD163, HLA-DR, CD11c) que la microglie activée ou les 
macrophages/monocytes activés (représentés par des points bleus foncés). 
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Figure 33 : Phénotypage de la sous-population CD45+ CD11b+ infiltrant les GBM.  
Cf légende en fin de deuxième partie de la figure 33. 
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C (suite) 
Figure 33 (suite): Phénotypage de la sous-population CD45+ CD11b+ infiltrant les 
GBM.
Les cellules sont analysées comme indiqué dans la figure 28. Elles sont ensuite marquées 
avec différents anticorps dirigés contre les molécules indiquées en ordonnée. Les valeurs 
indiquées dans les fenêtres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les 
zones d’intérêt parmi l’ensemble des cellules vivantes testées (A et B) ou parmi les cellules 
CD45+ CD11b+ (C). 
3.3.3.2. Phénotypage de la sous-population CD45faible CD11bfort
Comme indiqué ci-dessus, la sous-population CD45
faible
 CD11b
fort
 (représentée par les points 
bleu clair) est retrouvée dans moins de 13% des tumeurs testées (% CD45 
faible
 CD11b
 fort
supérieur à 2%). 
Comme le montre la figure 33C, ces cellules n’expriment pas les molécules CD14, CD64, 
CD163, CD33, CD105 et HLA-DR (Cf. Figure 33C) mais expriment CD66b, CD15 et 
CD11c, molécules retrouvées sur les granulocytes (Cf. Figure 34C).  
De même, elles expriment des niveaux variables de la molécule CD16, qui correspond au 
récepteur FcRIIIA, présents non seulement à la surface des monocytes/macrophages mais 
aussi des polynucléaires neutrophiles.  
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Figure 34 : phénotypage de la sous-population CD45 faible CD11b fort infiltrant les GBM. 
Les cellules sont analysées comme indiqué dans la figure 28. Les valeurs indiquées dans les 
fenêtres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les zones d’intérêt parmi 
l’ensemble des cellules vivantes testées (A et B) ou parmi les cellules CD45 
faible 
CD11b 
fort
(C). 
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3.3.3.3. Phénotypage de la sous-population CD45 fort CD11b faible
La sous-population CD45 
fort
 CD11b 
faible
 (représentée par des points oranges) est retrouvée 
dans moins de 10% des tumeurs testées (% CD45
 faible
 CD11b
 fort
 supérieur à 2%). 
Ces cellules n’expriment aucun des marqueurs utilisés précédemment (Cf. Figures 33C et 
34C), excepté pour la tumeur #129 la molécule HLA-DR à des niveaux très faibles. 
Nous avons alors testé les molécules CD19, NKp46 et CD3 exprimées respectivement par les 
lymphocytes B, NK et T (Cf. Figure 35). La majorité des cellules CD45 
fort
 CD11b 
faible
expriment le marqueur CD3 des lymphocytes T mais pas les molécules CD19 des 
lymphocytes B ni NKp46 des cellules NK (Cf. Figure 35C). La proportion des lymphocytes T 
CD4 et CD8 varie selon les tumeurs. Pour la tumeur #129, les lymphocytes T sont 
principalement des lymphocytes T CD8 alors qu’inversement pour la tumeur #108, ce sont 
plutôt des lymphocytes T CD4.  
Comme il a précédemment été rapporté que des lymphocytes T CD4 régulateurs étaient 
présents sur le site des tumeurs cérébrales, nous avons étudié l’expression des molécules 
CD25 et CD127 sur ces cellules CD3+ CD4+ (Cf. Figure 35D). De façon surprenante, nous 
n’avons pas observé de cellules CD3+ CD4+ CD25 
fort
 CD127 
faible ou -
 (moins de 2 %) 
caractérisant les LTreg.  
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Figure 35 : Phénotypage de la sous-population CD45 fort CD11b faible infiltrant les GBM.
Les cellules sont analysées comme indiqué dans la figure 28. Les valeurs indiquées dans les 
fenêtres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les zones d’intérêt parmi 
l’ensemble des cellules vivantes testées (A et B) ; parmi les cellules CD45
fort 
CD11b
faible
 (C) 
ou parmi les cellules CD45
 fort
 CD11b 
faible
 CD3+ (D). 
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L’infiltration de cellules immunes de notre étude est résumée dans le tableau 10 en termes de 
moyenne, médiane et valeurs extrêmes en pourcentage de cellules viables. 
Infiltration (% de cellules viables) microgliale/macrophagique lymphocytaire polynucléaire
moyenne 7,76 1,04 1,09
médiane 5,09 0,41 0,35
minimum 0,07 0,02 0,00
maximum 33,62 14,24 12,29
   
Tableau 10 : récapitulatif de l’infiltration de cellules immunes dans 73 GBM. 
Les valeurs moyennes, médianes, et extrêmes des infiltrations sont exprimées en pourcentage 
de cellules viables retrouvées en cytométrie de flux. 
3.3.4. Relation entre l’infiltration leucocytaire et les données cliniques des 
patients atteints de GBM 
3.3.4.1. Influence de l’âge des patients sur la population leucocytaire infiltrant les GBM 
Le système immun étant connu pour être moins efficace avec l’âge, nous avons donc étudié 
l’âge moyen des patients chez 20 patients ayant une faible (inférieure à 1,8% de cellules 
CD45+) ou forte infiltration leucocytaire (entre 16,0 et 44,6% de cellules CD45+).  
L’âge est légèrement plus élevé dans le groupe à faible infiltration avec une moyenne autour 
de 66 ans versus 62 ans pour les patients ayant une plus forte infiltration leucocytaire (avec 
des âges extrêmes au diagnostic allant de 49 à 80 versus 48 à 75 ans respectivement). Cette 
différence d’âge entre les 2 groupes de patients ayant soit une forte ou une faible infiltration 
leucocytaire CD45+ n’est pas statistiquement significative selon le test non paramétrique de 
Wilcoxon. 
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3.3.4.2. Influence de la prise de corticoïdes en préopératoire sur la population 
leucocytaire infiltrant les GBM 
Nous avons aussi recherché un impact de la corticothérapie sur l’infiltration leucocytaire dans 
les GBM. Nous avons étudié ces deux groupes de patients ayant soit une forte infiltration 
leucocytaire (entre 16,0 et 44,6% de cellules CD45+) soit une faible infiltration (inférieure à 
1,8% de cellules CD45+). 
Nous n’avons pas trouvé de lien entre l’absence ou non d’une corticothérapie en préopératoire 
et le niveau d’infiltration leucocytaire. En effet, 2 patients sur 10 de chacun des groupes n’ont 
pas reçu de corticoïdes avant le passage au bloc opératoire. 
De plus, le groupe de patients ayant la plus forte infiltration leucocytaire dans la tumeur a été 
traité en moyenne plus longtemps (avec une durée de 10,3 jours versus 8 jours) et avec des 
plus fortes doses de corticoïdes (avec une posologie totale de 1178 mg versus 671 mg) 
comparé au groupe ayant un faible infiltrat leucocytaire (Cf. Figure 36A et 36B). 
 A B 
Figure 36 : Influence de la prise de corticoïdes sur la population leucocytaire infiltrant 
les GBM. La posologie (A) et la durée (B) du traitement par les corticoïdes ont été rapportées 
pour les 10 patients ayant une importante infiltration leucocytaire (de 16 à 45 % des cellules 
vivantes) et les 10 patients ayant une faible infiltration leucocytaire (de 0,4 à 1,7 % des 
cellules vivantes).  
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La différence de posologie et de durée de la corticothérapie pré-opératoire n’est pas 
statistiquement significative selon le test non paramétrique de Wilcoxon entre les 2 groupes 
de fort et de faible niveau d’infiltration leucocytaire CD45+ dans la tumeur. De même aucune 
différence significative de posologie et de durée de traitement par corticoïdes n’est retrouvée 
lors de la comparaison des groupes de forte et faible infiltration des sous-populations 
microgliales/macrophagiques, polynucléaires et lymphocytaires. 
Par ailleurs, aucun des 20 patients étudiés n’avait de traitement immunosuppresseur avant le 
geste chirurgical. A noter qu’un des patients qui avait une infiltration importante (autour de 
18,6% de cellules viables CD45+) avait un antécédent de syndrome myéloprolifératif non 
traité (trombocytémie) au moment du diagnostic de GBM.  
3.3.4.3. Influence de l’infiltration leucocytaire sur la survie des patients atteints de GBM 
Nous avons ensuite étudié l’impact de l’infiltration leucocytaire sur la survie des 66 patients 
traités pour un glioblastome, dont la survie est connue.  
Nous avons comparé la survie des patients appartenant à deux groupes différents d’infiltration 
forte ou faible de cellules immunes selon la méthode de Kaplan-Meier par un test du log-rank.  
Les deux groupes sont définis dans un premier temps selon la valeur médiane de l’infiltration 
en leucocytes totaux, lymphocytes, cellules microgliales-macrophagiques et polynucléaires. 
Le premier groupe de patient présente une infiltration cellulaire supérieure à la valeur 
médiane d’infiltration et le deuxième groupe une infiltration inférieure ou égale à cette valeur 
médiane.  
Nous avons également comparé la survie entre les patients du 1
er
 versus du 4
ème
 quartile de 
valeurs d’infiltration des différentes cellules immunes. 
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On note une tendance non significative à une meilleure survie en cas d’infiltration 
leucocytaire CD45+ comme le souligne la séparation des 2 courbes de survie. La courbe de 
survie des patients ayant une forte infiltration leucocytaire (supérieure à la valeur médiane de 
l’infiltration en cellules CD45+ c'est-à-dire 5,35% cellules viables) est de couleur rouge et 
celle des patients ayant une faible infiltration (inférieure ou égale à la valeur médiane 
d’infiltration de cellules CD45+) est représentée en bleu (Cf. Figure 37). La comparaison de 
la survie des patients du 1
er
 versus du 4
ème
 quartile de valeurs d’infiltration en cellules CD45+ 
n’est également pas significative.  
Figure 37 : courbe de survie en fonction de l’infiltration CD45+.
Les courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier des 66 patients traités pour un GBM 
sont représentées en rouge pour ceux qui ont une infiltration leucocytaire CD45+ supérieure à 
la médiane de l’infiltration et en bleu si l’infiltration est inférieure ou égale à la médiane. La 
différence n’est pas significative statistiquement selon le test du log-rank. 
Aucune différence pronostique significative n’est retrouvée concernant la comparaison des 
deux groupes d’infiltration faible ou forte de macrophage/microglie et de polynucléaire en 
comparant les groupes séparés selon la médiane de valeurs d’infiltration ou le groupe du 1
er
versus le 4
ème
 quartile de valeurs d’infiltration de macrophage/microglie et de polynucléaire. 
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Seule la présence de la population lymphocytaire induit une différence significative de survie 
selon la méthode de Kaplan-Meier, avec un log-rank significatif p<0,02 (Cf. Figure 38). La 
courbe de survie des patients ayant une forte infiltration lymphocytaire (supérieure à la valeur 
médiane d’infiltration lymphocytaire c'est-à-dire 0,36% de cellules viables) est représentée en 
rouge et celle des patients ayant une faible infiltration (inférieure ou égale à la médiane 
d’infiltration lymphocytaire) en bleu.  
meilleur pronostic est représentée en rouge et celle des patients ayant une faible infiltration 
(inférieure ou égale à la valeur médiane d’infiltration lymphocytaire) en bleu. 
Figure 38 : courbe de survie en fonction de l’infiltration lymphocytaire.
Les courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier des 66 patients traités pour un GBM 
sont représentées en rouge pour ceux qui ont une infiltration lymphocytaire supérieure à la 
médiane de l’infiltration lymphocytaire (médiane=0,34) et en bleu si l’infiltration est 
inférieure ou égale à la médiane. La différence est significative statistiquement avec un 
p<0,02 selon le test du log-rank. 
Notre analyse retrouve donc un meilleur pronostic statistiquement significatif en cas 
d’infiltration lymphocytaire élevée, et une tendance non significative pronostique positive en 
cas d’infiltration leucocytaire CD45+ élevée. 
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3.4. Discussion 
Dans notre étude, nous avons mis en évidence une infiltration de cellules immunitaires dans 
les gliomes notamment les GBM contrairement à la zone péritumorale et aux cerveaux non 
tumoraux comme ce qui est décrit dans la littérature (360;391).  
Cette infiltration de cellules immunes est plus fréquemment retrouvée dans le GBM par 
rapport aux gliomes de plus bas grade, conformément à la littérature 
(192;355;357;364;399;417;545). Lohr et al. rapportent une corrélation entre l’infiltration de 
cellules immunes et la perméabilité de la BHE. Les hypothèses sont le passage plus facile des 
chimiokines et des cellules immunes lors de la rupture de BHE (546). L’infiltration 
lymphocytaire T est associée à l’expression des molécules d’adhésion notamment la molécule 
d’adhésion intercellulaire 1 (en anglais intercellular adhesion molecule ICAM-1) et vasculaire 
1 (en anglais vascular cell adhesion molécule 1 VCAM-1), qui sont tous les deux colocalisés 
avec les marqueurs des cellules endothéliales dans les échantillons de GBM. Le TGF diminue 
l’expression d’ICAM-1 et VCAM-1 dans les cellules endothéliales de GBM et son blocage 
favorise l’infiltration lymphocytaire T en restaurant l’expression des molécules d’adhésion. 
La concentration des facteurs de croissance angiogénique, notamment TGF, a été rapportée 
plus élevée dans les gliomes de hauts grades, ce qui expliquerait la corrélation entre le grade 
et l’infiltration de cellules immunes (192;192;355;357;364;399;417;545).  
Chaque infiltration de cellules immunes retrouvée dans notre étude est au moins composée 
d’une infiltration macrophages/microglie, plus ou moins associée à une infiltration 
lymphocytaire et/ou de polynucléaires.  
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3.4.1. Microglie macrophage 
Nous retrouvons la présence d’une infiltration par les cellules macrophagiques/microgliales 
CD45+ CD11b+ dans l’ensemble des 73 échantillons de GBM analysés, dont 50 ont une 
infiltration supérieure à 2% des cellules viables en cytométrie de flux. Cette infiltration 
correspond à 7,76 % des cellules viables en moyenne avec une infiltration maximale de plus 
d’un tiers de l’ensemble des cellules viables.  
Ces données sont comparables à l’étude publiée récemment par Parney et al. , sur 9 GBM, 
pour laquelle il est retrouvé une infiltration de cellules CD45
faible
/CD11b+ de 1,65% parmi les 
cellules viables et une infiltration de cellules CD45
fort 
CD11b+ de 6,2 % (360). Hussain et al. 
ont rapporté une infiltration moyenne de cellules CD45+/CD11b+ de 0,8 % de l’ensemble des 
cellules du GBM. Il est à préciser que dans cette étude, il n’y a pas eu d’exclusion des cellules 
mortes, ce qui peut entrainer des biais, les cellules mortes pouvant fixer les anticorps de 
manière non spécifique (363). 
L’infiltration microgliale/macrophagique a été également étudiée en IHC dans la littérature, 
elle peut correspondre, comme nous le rapportons également dans notre étude, jusqu’au tiers 
des cellules composant le GBM (352;354;355;362). 
Dans la littérature et dans notre étude, l’infiltration microgliale/macrophagique est plus 
fréquente et plus forte dans les gliomes de haut grade que dans les gliomes de bas grade et le 
cerveau normal (185;352;353;355;357;364;545;547). 
Quelques auteurs différencient la microglie en IHC, notamment grâce à l’anticorps anti-AIF1 
ou anti-Iba1 (548). Iba-1, « ionized calcium binding adaptor molecule » 1 en anglais, est une 
protéine exprimée dans la microglie, contrairement aux neurones, à l’astroglie, à 
l’oligodendrioglie, et aux fibroblastes in vitro et in vivo (548). Cependant, plusieurs études 
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récentes ont rapporté que des lignées monocytaires macrophagiques sont également Iba1+ en 
IHC (549-551). Ce marqueur ne semble donc pas être spécifique de la microglie. Il est 
possible de distinguer, en cytométrie en flux, deux populations distinctes, suivant les niveaux 
d’expression des molécules CD45+ et CD11b+. Les cellules de la microglie à l’état quiescent 
se différencient des macrophages par l’expression plus faible du CD45 et du CD11b. Par 
contre, dans un contexte inflammatoire, il devient difficile de distinguer les macrophages des 
cellules microgliales activées, l’expression du CD45 et du CD11b augmentant alors sur ces 
dernières. Une population de cellules microgliales « quiescentes » est toujours retrouvée dans 
nos échantillons, mais celle-ci est généralement minoritaire par rapport aux cellules exprimant 
plus fortement CD45 et CD11b.  
Des facteurs d’activation des macrophages ont été décrits dans la littérature, notamment 
l’activation classique des macrophages par l’IFN et le LPS qui augmente l’expression de 
CD16, CD64, CD80, CD86, CD32, TLR2 et TLR4 (les macrophages sont dits de type M1 et 
synthétisent beaucoup d’IL12 et peu d’IL10) et l’activation alternative via IL4 et IL13 ou 
IL10 qui augmente l’expression de CD163, CD14, CD23, CD206, CD280 (les macrophages 
sont dits de type M2 et synthétisent beaucoup d’ IL10 et peu d’IL12) (552-557). Cependant, il 
est maintenant admis que cette classification est simpliste, et que les macrophages peuvent 
présenter un continuum de phénotypes entre ces deux phénotypes extrèmes. Notre étude 
montre que les cellules définies par une expression plus forte de CD45 et CD11c expriment 
aussi plus fortement CD16, CD64 et CD14. L’expression de CD163 est par contre variable 
d’une tumeur à l’autre, les deux sous-populations discriminées sur l’expression de CD45 et 
CD11c pouvant présenter une forte ou faible expression de ce marqueur. Les cellules 
exprimant fortement CD45 et CD11c expriment donc différents marqueurs d’activation dont 
l’intensité d’expression est variable d’un échantillon à l’autre, montrant bien la plasticité de 
ces cellules phagocytaires suivant leur environnement. Il est difficile d’indiquer, au vue de ces 
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phénotypes, si ces cellules se rapprochent plus d’un type M1 ou M2. De plus, pour les cellules 
microgliales que nous avons définies comme « quiescentes », l’espression de CD14 permet 
dans certains cas de différencier une population positive et une population négative, montrant 
ainsi qu’il ne s’agit pas d’une population homogène.  
Rossi et al. , qui retrouve également une infiltration de 100% des gliomes analysés par IHC, 
ne met pas en évidence de lien avec la survie (361) comme dans notre analyse. Seules 2 
équipes mettent en évidence une association avec la survie. Une survie meilleure est rapportée 
si le ratio entre le nombre de cellules positives par IHC pour CD163 et le nombre de cellules 
exprimant CD68 est faible (< 0,30) (355). La même équipe a récemment montré que les 
macrophages de type M2 favorisaient la prolifération des cellules tumorales, après contact 
cellulaire et activation de STAT3. Un ratio important de cellules de type M2 (définies ici par 
l’expression de CD163 et Iba1) est corrélé à une forte prolifération dans leur série de gliomes 
de hauts grades, ainsi qu’à une moins bonne survie (359). La seconde équipe trouve par 
contre une meilleure survie, dans une série de gliomes de hauts grades, si l’infiltration 
microgliale et macrophagique Iba1+ est supérieure à 100 cellules pas champ au grossissement 
400 (correspondant au 75
ème
 percentile de la distribution). 
De manière théorique, les macrophages au sein d’une tumeur peuvent jouer un rôle positif, via 
leurs capacités de phagocytose et de présentation. Cependant il existe une littérature 
foisonnante sur leurs rôles délétères dans différents cancers, leur présence y étant associée à 
un mauvais pronostic (558). Les macrophages peuvent favoriser les phénomènes d’invasion 
tumorale et de métastase, ils contribuent aux phénomènes d’angiogénèse et la présence de 
macrophages de type M2 participe aux phénomènes d’immunosuppression (559). Différents 
exemples du rôle délétère des cellules microgliales/macrophagiques sont également rapportés 
pour les tumeurs cérébrales. Dans des modèles animaux, la déplétion de la tumeur en cellules 
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microgliales/macrophagiques permet de réduire la taille tumorale (379;560). Un lien entre 
l’infiltration microgliale/macrophagique et la densité vasculaire a été rapporté par Nishie et al.
ce qui expliquerait la localisation préférentielle des macrophages dans les zones d’hypoxie où 
ils favorisent avec les cellules gliales la néoangiogenèse (547). Les cellules 
microgliales/macrophagiques peuvent exprimer PD-L1 (561), IDO (562) et les molécules 
HLA-G et HLA-E (563). De plus, les cellules CD14+ infiltrant les gliomes expriment 
fortement la molécule TIM4, ce qui leur permet de phagocyter les lymphocytes infiltrants qui 
expriment la phosphatidyl sérine. TIM4, comme la phosphatidyl sérine, sont surexprimés en 
condition hypoxique. D’autre part, en co-culture avec des lymphocytes naïfs, les macrophage 
induisent ceux-ci vers un phénotype et une fonctionnalité de LTreg (564). Les cellules 
microgliales/macrophagiques agissent également sur les cellules souches tumorales via la 
production de TGF1 qui favorise leur sécrétion de MMP-9 et augmente leur potentiel invasif 
(565). 
Comment dans ce cas expliquer qu’il n’existe pas de lien plus clair entre l’infiltration en 
cellules microgliales/macrophagiques et la survie ? Les différents phénotypes cellulaires que 
nous mettons en évidence en cytométrie en flux sont certainement le reflet de fonctionnalités 
diverses, dépendant du microenvironnement des cellules. Des analyses complémentaires 
seront donc nécessaires afin de mieux caractériser ces différents contingents cellulaires et 
explorer leur éventuel impact sur la progression tumorale. 
3.4.2. Lymphocytes 
Dans la littérature, 17 études retrouvent une infiltration de lymphocytes dans les gliomes.  
Le pourcentage de cette infiltration varie d’une étude à l’autre ainsi que la manière de les 
distinguer. En IHC, les premières études analysaient uniquement la population lymphocytaire 
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infiltrante dont l’importance était très variable d’une étude à l’autre (380-
384;388;391;393;400;402;405).  
En cytométrie de flux, deux études rapportent une infiltration lymphocytaire moyenne 
respectivement dans 10 et 14 GBM de 18 et 0,7% des cellules totales en les distinguant grâce 
à leur taille et leur structure (398;566) ou à leur taille, leur structure et l’expression de CD3 
(398;566). Dans notre étude, l’infiltration lymphocytaire moyenne de 73 GBM est égale à 
1,04% des cellules viables, avec des extrêmes entre 0,02% et 14,24%. Comme dans notre 
analyse, Parney et al. excluent les cellules mortes de leur analyse de la population immune 
infiltrante, et caractérisent les lymphocytes par le phénotype CD45+/CD11b-. Ils trouvent une 
moyenne d’infiltration d’environ 2,5% sur une effectif de: 9 GBM (360). 
Les lymphocytes représentent un contingent important après l’infiltration 
microgliale/macrophagique (185;352;354;361;363) voire prédominante dans l’analyse de 
certains cas des gliomes de haut grade (192;195;358;387;389;390;392;401). Le rapport 
moyen de l’infiltration microgliale/macrophagique sur l’infiltration lymphocytaire est égal à 
7,5 dans notre analyse, il varie dans la littérature entre 3 et 6 (352;360;363). 
Les lymphocytes correspondent dans notre étude à des lymphocytes T, nous ne rapportons pas 
d’infiltration de lymphocytes B conformément à la plupart des articles de la littérature 
(204;354;363;400;401).  
Bien que les cellules NK jouent un rôle dans le GBM, comme le souligne le module bleu de 
co-expression de gènes intitulé « cellules NK et immunité innée » dans notre analyse des 
gènes immuns, nous ne rapportons pas d’infiltration de cellules NKp46+. L’infiltration de 
cellules CD56+ ou CD16+ en IHC rapportée dans la littérature est également faible 
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(352;358;389;390;392;401). Une seule étude décrit une infiltration de cellules exprimant 
CD56, que ce soit en périvasculaire ou en intratumoral (357).  
Nous rapportons une infiltration lymphocytaire principalement T, les contingents CD4+ et 
CD8+ varient en fonction des GBM analysés. Dans la littérature, une prédominance de LT 
CD8+ est rapportée en IHC (352;354;357;387;389;391-394;399), mais trois autres études 
décrivent une infiltration majoritaire de lymphocytes CD4+ (363) dont 2 par cytométrie de 
flux (190;192). Prins et al. a étudié cette infiltration de LT CD8+ en fonction des sous-types 
moléculaires de GBM : elle semble plus importante en cas de GBM mésenchymateux en 
comparaison aux GBM proneuraux et associée à une meilleure réponse dans cet essai de 
vaccination (403). Dans notre analyse, les LT CD8+ n’expriment pas CD25, ils ne sont donc 
pas activés, comme précédemment décrit par Hussain et al. (363).  
Nous ne retrouvons pas d’infiltration significative par les LTreg. Deux études réalisées par 
IHC montrent que 30 à 40% des glioblastomes présentent une infiltration de cellules 
exprimant FOXP3. Le nombre absolu de cellules positives est cependant faible: pour 20 
cellules exprimant CD3 par mm
2
 de coupe, moins de 0,3 cellule expriment FOXP3 dans 
l’étude de Lohr et al. (192;355;357;364;399;417;545) et dans l’étude de Kim et al. 0,6 cellule 
FOXP3+ pour 12,8 cellules CD3+ sont observées par champ (387). Heimberger et al.
trouvent, dans une série de 52 glioblastomes, que 48% d’entre eux présentent des cellules 
positives pour FOXP3 et 13% un nombre jugé important de ces cellules au niveau des zones 
analysées, soit plus de 5. Ce chiffre est difficile à comparer aux autres, aucune harmonisation 
n’existant quant à la façon de rendre un résultat semi-quantitatif en IHC (567). De plus, de 
récentes études mettent en évidence que les cellules tumorales peuvent également exprimer 
FoxP3 dans le cancer du pancréas (568), le mélanome (569), le cancer du sein (570;571), le 
carcinome hépatocellulaire (572), le cancer urinaire (573), le cancer bronchique (574), et le 
157
cancer colique (575). La mise en évidence de cellules FOXP3 positives par technique d’IHC 
pourrait donc manquer de spécificité.  
Dans les gliomes, la plupart des études ont analysé cette sous-population lymphocytaire par 
cytométrie de flux, ce qui permet d’étudier plusieurs marqueurs cellulaires de manière 
concomitante. Cependant, les critères de définition des LTreg ne sont pas toujours identiques. 
El Andaloussi et al. décrivent une infiltration de LT selon des critères de taille structure et 
l’expression de CD4 et CD25. Parmi leur population de petites cellules, considérées comme 
étant des lymphocytes, le pourcentage de cellules positives pour CD4 et CD25 augmente 
selon le grade des gliomes, pour atteindre 25% dans les glioblastomes. Afin de montrer qu’il 
s’agit de LTreg, ils mettent en évidence par technique de biologie moléculaire l’expression de 
FOXP3 dans cette population, après tri cellulaire. Il est abusif d’appeler LTreg toutes les 
cellules CD4+/CD25+, celles-ci étant classiquement définies selon le phénotype 
CD4+/FoxP3+/CD25 
fort
. De plus, les auteurs n’indiquent pas s’ils ont éliminé les cellules 
mortes avant analyse. Le chiffre de 25% de LTreg parmi les lymphocytes parait donc 
largement sur-estimé (398), Jacobs et al. mettent en évidence les LTreg de la manière 
suivante, dans une série de 83 tumeurs cérébrales, dont 29 glioblastomes: après une sélection 
sur la taille/structure, les cellules exprimant CD4 sont analysées selon l’expression de CD25 
et FOXP3 ou CD127 et FOXP3. Le pourcentage de cellules FoxP3/CD25
fort
/CD127
faible
 parmi 
les lymphocytes CD4+ augmente avec le grade des gliomes, pour atteindre une moyenne de 
16,5% dans les glioblastomes (397), et Crane et al. de manière similaire, sur une série de 20 
glioblastomes, montrent qu’en moyenne 38,5% des lymphocytes CD3+/CD4+ sont 
CD25+/FoxP3+ (395). Il est à noter que pour ces deux études les auteurs ont séparé les 
cellules par gradient de densité avant analyse en cytométrie de flux. D’autre part, le rendu de 
résultat en pourcentage de cellules CD4+ ne permet pas de connaitre le degré d’infiltration en 
LTreg. Notre étude se différencie par l’analyse directe des cellules, en excluant les cellules 
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mortes avant analyse. De plus, nous avons travaillé sur des échantillons congelés, ce qui 
pourrait donner un biais, bien que nous n’ayons pas noté de différence avant et après 
congélation quant au nombre total de lymphocytes présents dans les tumeurs. 
Les LTreg, qui expriment le facteur de transcription FoxP3 (576-578), sont principalement 
connus pour être responsables de tolérance par inhibition de la réponse immune antitumorale 
(579;580). Ils ont une action immunosuppressive via la sécrétion des cytokines IL10 et TGF
ou via l’inhibition par contact des cellules présentatrices d’antigène et des cellules effectrices 
T (581;582). Les LTreg peuvent être induits par les cellules initiatrices de tumeurs, qui 
peuvent inhiber également la prolifération des LT (465). Différentes substances sécrétées par 
la tumeur comme CCL22, IDO, sont susceptibles de les amener dans la tumeur 
(397;406;583). Les LTreg sanguins de patients atteints d’un gliome ont une expression de 
gènes différente de celle des volontaires sains, avec une prédominance de gènes impliqués 
dans la tolérance immune (584). 
Brooks et al., Di Lorenzo et al. et Palma et al. sont les premiers auteurs à rapporter un gain de 
survie en cas d’infiltration lymphocytaire en 1977 et 1978 (381-383). Différentes études, 
relativement anciennes et s’appuyant sur des critères morphologiques en histologie, montrent 
qu’une infiltration lymphocytaire a également un impact sur la survie pour les gliomes 
(382;383). Plus récemment, il a été montré dans une large série de 108 glioblastomes qu’une 
infiltration plus importante en cellules CD8+ était observée chez les patients longs survivants. 
Parmi les différents facteurs pronostiques connus, l’infiltration immunitaire était le facteur le 
plus fort en analyse multivariée (585). Une autre étude montre que les patients ayant une 
infiltration lymphocytaires (CD3+/FOXP3-) supérieure à la valeur médiane présentent une 
meilleure survie. Ceci est également vrai quand on prend en considération les sous-
populations CD8+ (CD3+/CD8+/FOXP3-) et CD8- (CD3+/CD8+/FOXP3-) (192). 
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Donson et al. mettent également en évidence une meilleure survie des patients atteints d’un 
gliome de haut grade en cas d’infiltration supérieure à la valeur médiane par des cellules 
exprimant CD4 ou CD8. En analyse multivariée une infiltration de cellules immunes 
lymphocytaire et/ou macrophagique est un facteur indépendant de longue survie en plus de 
l’indice de Karnofsky (190). Par contre, malgré le rôle délétère potentiellement joué par les 
LTreg et malgré le fait qu’il ait été montré dans des modèles animaux de gliomes que la 
déplétion en Treg avait un impact bénéfique sur la survie, aucune étude chez l’homme n’a 
pour le moment montré un lien net entre l’infiltration en LTreg et la survie (397;567). Ceci est 
peut être le reflet d’un problème méthodologique pour l’analyse des LTreg, mis en évidence 
par les résultats contradictoires présentés dans la littérature. Ceci peut aussi indiquer que les 
LTreg ne sont pas trouvés en nombre suffisant dans les gliomes pour jouer un rôle majeur, ou 
que les autres mécanismes d’immunomodulation sont prépondérants dans cette pathologie. 
Quoi qu’il en soit, il existe un certain consensus concernant le rôle bénéfique d’une 
infiltration lymphocytaire, mettant bien en évidence le rôle de l’immunité dans ces tumeurs et 
l’intérêt des approches d’immunothérapie visant à augmenter et améliorer cette infiltration 
lymphocytaire. 
3.4.3. Polynucléaires neutrophiles et éosinophiles 
Contrairement aux autres contingents immunitaires, les polynucléaires restent relativement 
peu étudiés au sein des tumeurs. Un regain d’intérêt est cependant noté, depuis qu’il a été 
montré que les polynucléaires associés aux tumeurs (appellés en anglais tumour-associated 
neutrophils TAN, par analogie avec les TAM) ainsi que leurs précurseurs myéloïdes peuvent 
jouer un rôle dans le développement des tumeurs. 
Plusieurs études ont mis en évidence par IHC l’infiltration de neutrophiles dans le GBM, en 
utilisant les marqueurs CD15, myéloperoxydase ou élastase (353;361;417;418), sans que leur 
160
rôle soit clairement élucidé. Dans notre étude, nous avons rapporté une infiltration de cellules 
CD45+, exprimant fortement CD11b. Ces cellules expriment d’autre part les marqueurs CD15 
et CD66b, elles possèdent donc un phénotype comparable à celui des granulocytes circulants. 
Il est cependant difficile d’affirmer qu’il s’agit de polynucléaires neutrophiles, les 
polynucléaires éosinophiles présentant des phénotypes relativement proches. L’expression du 
CD16 pour ce contingent cellulaire, est variable d’une tumeur à l’autre, ce qui pourrait 
indiquer des stades de maturation variable. En effet, le niveau d’expression de CD16 
augmente à la surface des polynucléaires lors de leur maturation. Cette différence 
d’expression pourrait aussi être le témoin de populations granuleuses différentes, les 
neutrophiles exprimant plus fortement CD16 que les éosinophiles. Pour certains échantillons, 
le CD66b semble discriminer deux populations distinctes. Des analyses complémentaires 
seront donc nécessaires afin de mieux définir cette population CD45+/CD11b 
fort
. 
L’infiltration de neutrophiles dans les tumeurs est plutôt associée avec un mauvais pronostic, 
bien qu’au moins une étude ait montré, dans les cancers gastriques, qu’une forte infiltration de 
neutrophiles était associée à un meilleur pronostic (422). De plus, dans les gliomes malins la 
présence d’infiltration de cellules T ou de cellules polynucléées de type éosinophile est 
associée à une survie plus longue chez des patients vaccinés (404;409).  
Les TAN ont dans la plupart des cas un phénotype N2 capable de favoriser la croissance 
cellulaire tumorale via la sécrétion de cytokines entre autres et d’inhiber la réponse immune 
antitumorale contrairement au phénotype N1 anti-tumoral (429). De plus, les TAN jouent un 
rôle important dans l’activation de l’angiogenèse, notamment via la sécrétion de MMP-9 
(429;586-588). Il a été montré, dans un modèle murin, que les TAN ont un profil 
transcriptomique différent des neutrophiles naïfs ou granulocytes correspondant aux MDSC, 
ces deux dernières populations ayant globalement des profils plus proches (429). Il a été 
rapporté que l’IL8 réduit la tumorigénicité des cellules cancéreuses humaines in vivo (589). 
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Les neutrophiles activés par l’IL8 changent de forme, dégranulent, génèrent des radicaux 
libres induisant la mort des cellules tumorales (590). De manière indirecte, IL8 favorise la 
production de cytokines telles que TNF, IL1, et IFN par les neutrophiles (591). Comme le 
montre le tableau 2, le gène IL8 est retrouvé différentiellement exprimé dans les gliomes. 
Nous avons pu mettre en évidence au laboratoire, par technique ELISA, des taux variables de 
cette cytokine sur quelques surnageants de broyats tumoraux. Cette augmentation d’IL8 
pourrait être la conséquence de la perte de PTEN, conduisant à l’inactivation de STAT3 et 
ainsi à une augmentation de synthèse d’IL8 (592). Il a également été montré que suite à une 
activation par FAS Ligand, des cellules tumorales de gliome produisent de l’IL6 et de l’IL8, 
protégeant les polynucléaires neutrophiles de l’apoptose (593). La présence d’IL8 pourrait 
ainsi donner un phénotype cytotoxique bénéfique aux TAN, qui seraient de plus résistants à 
l’apoptose. Par contre, il est également reconnu que l’expression au niveau de la tumeur d’IL8 
peut favoriser la croissance tumorale, avec notamment un rôle pro-angiogénique.  
Certains auteurs ont cherché à cibler les TAN. Dans un modèle de cancer bronchique, 
l’utilisation d’un antagoniste de CXCR2, un récepteur fortement impliqué dans la migration 
des polynucléaires, est associé à une réduction de croissance tumorale (420). Il semble 
cependant prématuré de proposer ce type de thérapeutique chez l’homme, tant que le rôle des 
TAN n’est pas mieux connu. 
3.4.4. Corticothérapie et âge 
Dans notre étude la corticothérapie ne semble pas influencer l’importance de l’infiltration 
contrairement à d’autres études notamment dans un modèle murin où une dose de 
dexaméthasone de 0,1 mg/kg/j pendant 7 jours réduit de moitié l’infiltration microgliale et 
lymphocytaire. L’administration à une posologie de 1 mg/kg/j abolit l’infiltration 
lymphocytaire (89% d’inhibition) sans modifier de manière supplémentaire la microglie. La 
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corticothérapie quelle que soit la posologie ne semble pas modifier l’infiltration 
macrophagique (CD11b/c 
+ fort
 et CD45 
+ fort
) dans cette étude (594). Cependant dans une 
étude chez l’homme (n=199 patients), aucune différence d’infiltration en lymphocytes n’a été 
mise en évidence en lien avec l’administration ou non de corticoïdes en préopératoire d’un 
GBM (405). 
L’âge pourrait être un biais également, mais pour l’ensemble des échantillons étudiés, il n’y a 
pas de différence significative d’âge moyen entre les patients ayant une forte ou une faible 
infiltration leucocytaire au niveau du GBM. 
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4. CONCLUSION
Nous avons mis en évidence des profils immunologiques différents entre le cerveau normal et 
le GBM. Mais le nombre de gènes différentiellement exprimés est trop élevé (473 gènes) pour 
définir une signature simple et reproductible. Ces données confirment la mise en route d’une 
réaction immunitaire au sein du microenvironnement tumoral. Par ailleurs, bien que les GBM 
soient hétérogènes, aucune différence de profil immunologique robuste n’a pu être validée de 
manière reproductible par différentes méthodes d’établissement de classes et surtout les sous-
groupes définis n’ont pas d’impact sur la survie globale. Les gènes différentiellement 
exprimés interviennent à la fois lors des réponses immunes innée et acquise et pourraient, 
entre autres, refléter l’infiltration par différentes cellules immunes (lymphocytes, 
macrophages, NK…).  
L’analyse de co-expression network a permis de définir 6 modules enrichis en gènes immuns: 
les cellules NK et l’immunité innée, les cytokines et les molécules de complexe 
d’histocompatibilité, la signalisation cellulaire et les lectines, l’activation cellulaire et 
l’apoptose, les cellules myéloïdes et la régulation de la réponse immune. Cette signature 
confirme l’impact du microenvironnement notamment des cellules immunes dans le GBM. 
Diverses signatures ont été publiées dans la littérature, mais elles impliquent souvent 
différents types cellulaires et elles n’ont pas forcément de lien ou d’impact sur la survie et/ou 
sur la réponse aux traitements. 
Nous avons ensuite recherché plus spécifiquement une signature immunologique pronostique 
ayant un impact sur la survie afin de coupler notre analyse biologique à une approche plus 
clinique. 
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Pour cela, nous avons analysé les interactions entre les gènes de l’analyse de co-expression et 
la survie globale, en étudiant les modules enrichis en gènes associés à la survie des patients. 
Seuls 2 modules sont significativement enrichis : cellules NK et immunité innée, cytokines et 
molécules de complexe d’histocompatibilité. 
Nous avons également étudié l’ensemble des gènes immuns vis-à-vis d’un possible impact sur 
la survie par différentes méthodes statistiques avant d’établir un modèle de risque 
mathématique pronostique vis-à-vis de la survie globale. Cent huit gènes immuns sont 
associés à une différence de survie des GBM. Ils correspondent soit à des gènes impliqués 
dans la biologie des différentes cellules immunes B, T, NK, monocytes/macrophages et 
neutrophiles, soit à des gènes de cytokines et chimiokines, soit à des gènes impliqués dans 
l’immunomodulation. 
Un modèle de risque robuste à 6 gènes a pu être établi et validé sur plusieurs jeux de données 
avec différentes technologies, pour distinguer de manière reproductible sur différentes séries, 
deux populations de pronostic différent, y compris pour les tumeurs ayant un promoteur de 
MGMT méthylé et pour le sous-groupe de GBM proneuraux. Nous avons donc pu mettre en 
évidence une signature immune pronostique dans le GBM. 
Cette étude souligne que le système immun peut intervenir dans le pronostic du GBM, même 
chez les patients qui ont un meilleur pronostic. Cela met en valeur le rôle du système immun 
pour combattre la tumeur et encourage le développement de nouvelles stratégies 
d’immunothérapie pour traiter les patients ayant un GBM.  
La signature cellulaire a été validée in vivo en étudiant l’infiltration des cellules immunes 
dans des échantillons tumoraux issus de GBM.  
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La signature immune n’est pas altérée par la congélation. L’infiltration leucocytaire est 
principalement présente dans la zone tumorale. La zone péritumorale semble peu infiltrée par 
des cellules immunes. De même, aucune infiltration leucocytaire n’est retrouvée au niveau du 
tissu cérébral sain issu de cortectomie pour l’épilepsie. 
La population cellulaire infiltrante est variée, mais elle est toujours constituée au minimum 
par des cellules macrophagiques, microgliales. 
L’infiltration lymphocytaire correspond rarement à des lymphocytes B ou des cellules NK, il 
s’agit principalement de lymphocytes T dans notre étude et très rarement des LTreg.  
Dans quelques cas, nous retrouvons une infiltration en cellules ayant un phénotype de 
polynucléaires granuleux.  
Ni la corticothérapie administrée avant le geste chirurgical, ni l’âge des patients ne semblent 
avoir d’impact sur cette infiltration cellulaire. 
Seule l’infiltration de lymphocytes est corrélée à la survie, une infiltration lymphocytaire 
étant de meilleur pronostic.  
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5. PERSPECTIVES 
Dans cette étude, nous avons recherché un lien entre la survie des patients et l’infiltration en 
leucocytes, cellules microgliales/macrophagiques, lymphocytes et cellules de type 
granulocytaire. Nous prévoyons également d’individualiser ces sous-populations suivant 
l’expression des différents marqueurs étudiés, par exemple CD163 ou CD16 pour les cellules 
myéloïdes, afin d’analyser un éventuel impact de ces sous-populations sur la survie.  
Dans la population que nous avons étudiée, ainsi que dans les études rapportées dans la 
littérature, les patients ne sont pas tous traités de manière identique, ce qui entraîne 
inévitablement un biais. De plus, il est important, pour interpréter des données de survie de 
tenir compte des éléments ayant un impact pronostique ou prédictif de réponse au traitement, 
à savoir l’âge, le KPS, le type de résection et le statut MGMT. Nous prévoyons donc 
maintenant de rechercher l’infiltration leucocytaire par IHC dans une cohorte rétrospective de 
patients traités par le traitement standard et pour lesquels nous disposons du suivi et de ces 
facteurs influençant la survie. L’infiltration en cellules immunes des patients présentant un 
statut MGMT de type « répondeur au TMZ » sera particulièrement intéressante à analyser ; 
ces patients vivant plus longtemps et étant susceptibles de développer une réaction 
immunitaire. En parallèle, la cytométrie en flux permettant d’étudier des sous-populations non 
accessibles actuellement pas analyse en IHC, nous continuerons à congeler les tumeurs dans 
des conditions permettant ce type d’analyse, afin d’avoir une cohorte importante de patients 
permettant également des analyses de survie sur des populations plus homogènes. D’autre 
part, nous envisageons également différents tests fonctionnels afin de mieux caractériser ces 
contingents cellulaires, afin notamment d’étudier leurs actions vis à vis des cellules tumorales. 
L’analyse de l’environnement immunitaire des GBM permettra probablement de comprendre 
les limites et les perspectives de l’immunothérapie. En effet, cette approche thérapeutique n’a 
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pas permis d’obtenir un bénéfice clinique majeur jusqu’à présent (193). Mais la connaissance 
de la population immune majoritaire, des propriétés immunomodulatrices de ces cellules 
pourraient améliorer la définition des cibles potentielles de l’immunothérapie.  
Il serait enfin intéressant de tester l’intérêt de ce modèle de risque à 6 gènes et de faire une 
comparaison globale avec les données du méthylome, transcriptome (classification de 
Verhaak…) et de différentes signatures comme celle à 4 gènes publiée par Marie de Tayrac de 
notre laboratoire. 
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7.2. liste des abréviations par ordre alphabétique 
Certaines abréviations sont celles les plus communément utilisées. Elles correspondent 
parfois aux termes anglais. A chaque fois, les termes sont traduits entre parenthèses dans le 
texte. 
a : adjacence 
AA : astrocytome anaplasique  
7AAD : 7-aminoactinomycine D 
ACVR2A : récepteur de l’activine A de type 2A 
ADC : coefficient de diffusion apparent, en anglais apparent diffusion coefficient 
ADCC : cytotoxicité dépendante des anticorps, en anglais antibody-dependent cellular 
cytotoxicity 
ADN : acide désoxyribonucléique 
Ag : antigène 
AIF1 : facteur inflammatoire 1 d’allogreffe, en anglais allograft inflammatory factor 1 
5 ALA : acide 5 aminolevulinique 
ANOCEF : association des neuro-oncologues d’expression française 
ARG1 : arginase 1 
ARN : acide ribonucléique 
ASCO : american society of clinical oncology 
BCR : récepteur cellulaires B, en anglais B cell receptor 
BHE : barrière hémato-encéphalique   
CCL et CXCL : chimiokines  
CD : cluster de différenciation 
CDK : cycline dépendante kinase 
CFSE : carboxyfluorescein succinimidyl ester 
CGH-array : puce d’hybridation génomique comparative 
CMH I : complexe majeur d’histocompatibilité de classe I 
CMH II : complexe majeur d’histocompatibilité de classe II 
CMV : cytomégalovirus 
CPA : cellules présentatrices d’antigènes 
CSF : facteur de croissance de cellules hématopoiétiques, en anglais colony stimulating factor 
CTL : lymphocytes T cytotoxiques, en anglais cytotoxic T lymphocyte 
CTV : volume anatomo-clinique, en anglais clinical tumour volume  
CXCR : chimiokine de type C-X-C 
DC : cellules dendritiques, en anglais dendritic cell 
DMEM : contenant du milieu minimum essentiel d’Eagle modifié par Dulbecco 
DMSO : diméthylsulfoxyde 
EGF : facteur de croissance épidermique, en anglais epidermal growth factor  
EGFR : récepteur du facteur de croissance épidermique, en anglais epidermal growth factor 
receptor 
EGFRvIII : variant III de l’EGFR 
EORTC : organisation européenne pour la recherche et le traitement du cancer, en anglais 
European Organisation for Research and Treatment of Cancer 
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18-FDG: 18 fluorodésoxyglucose 
18-FET : 18 fluoro-éthyl-tyrosine 
FGF : facteur de croissance fibroblastique, en anglais fibroblast growth factor ou basic 
FoxP3: facteur de transcription Scurfin, en anglais forkhead box protein P3 
FSC : forward scatter 
GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
GASC: cellules stromales associées au GBM, en anglais GB-associated stromal cell 
GBM : glioblastome 
GBMO: GBM à composante oligodendrogliale 
GILT: enzyme lysosomale thiol réductase inductible par l’IFN, en anglais IFN-inducible 
lysosomal thiol-reductase 
GM-CSF : facteur de croissance des granulocytes et macrophages, en anglais  
granulocyte macrophage colony stimulating factor  
GTV : volume tumoral macroscopique, en anglais growth tumour volume  
Gy : gray 
2HG : 2-hydroxyglutarate 
HGF: facteur de croissance hépatocytaire, en anglais hepatocyte growth factor  
HIF-1: facteur induit par l’hypoxie-1, en anglais hypoxia-inducible factor-1
HLA : human leucocyte antigen 
HLH : hémianopsie latérale homonyme  
HPRT1 : hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
HSA : albumine sérique humaine, en anglais human serum albumin 
HTIC : hypertension intracrânienne 
Iba1 : en anglais ionized calcium binding adaptor molecule 1 
IC : intervalle de confiance 
ICAM-1: molécule d’adhésion intercellulaire 1, en anglais intercellular adhesion molecule 1 
IDH : isocitrate deshydrogénase  
IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase  
IE1 : protéine du CMV humain, en anglais : immediate-early 1 
IFI30 : protéine 30 inductible par l’IFN, en anglais IFN-inducible protein 30 
IFN : interféron 
IFNAR : récepteur de l’IFN, en anglais IFN receptor 
IFNGR : récepteur de l’IFN, en anglais IFN  receptor 
Ig : immunoglobuline 
IGF : facteur de croissance apparenté à l’insuline, insulin-like growth factor en anglais 
IGFBP2 : protéine 2 de liaison de l’IGF, IGF binding protein 2 en anglais 
IHC : immunohistochimie 
IL : interleukine 
IL13RA2 : récepteur de l’interleukine 13, sous-unité 2 
ILK :  kinases liées aux intégrines, en anglais intégrin-linked kinase  
iNOS : oxyde nitrique synthase inductible, en anglais inducible nitric oxyde synthase 
IRM : imagerie par résonnance magnétique  
ITK : inhibiteur de tyrosine kinase 
JCV : virus JC ou virus John Cunningham 
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KLRC1 : récepteur de lectine des NK de la sous-famille C et membre 1 
KPS : performance status de Karnofsky, en anglais Karnofsky performance status  
LAK : lymphocytes tueurs activés, en anglais lymphocyte-activated killer  
LCR : liquide céphalo-rachidien 
LIF : facteur inhibiteur de leucémie, en anglais leukemia inhibitory factor 
LPS : lipopolysaccharide 
LT : lymphocytes T 
LTF : lactotransferrine 
LTreg: lymphocytes T régulateurs 
MBP : myelin basic protein 
MDSC : cellules suppressives dérivées des myéloïdes, en anglais myeloid-derived suppressor 
cell 
MGMT : O6-méthylguanine méthyl-transférase 
MIF : facteur d’inhibition de la migration macrophagique, en anglais macrophage migration 
inhibitory factor 
min : minute 
MMP : métalloprotéase 
MMR : système de réparation des mésappariements, en anglais mismatch repair 
MMSE : examen de minimental test  
MNX1 : protéine homéobox du motoneurone et du pancréas 
N : normal 
NAA : N-acétyl-L-aspartate 
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NCAM : molécule d’adhésion cellulaire neurale, en anglais neural cell adhesion molecule 
NK : cellules tueuses, en anglais natural killer 
OA : oligodendrogliome anaplasique 
OAA : oligoastrocytome anaplasique 
OMIT : observatoire inter-régional des médicaments et de l’innovation thérapeutique 
OMS : organisation mondiale de la santé 
PAM : partitioning around medoids  
PBS : tampon phosphate salin, en anglais phosphate buffered saline 
PCR: réaction de polymérisation en chaine, en anglais polymerase chain reaction 
PD-1 : programmed-cell death 1 
PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes, en anglais platelet derived growth factor  
PDGFR: récepteur du PDGF 
PD-L1 : ligand du PD-1  
PI3K : phosphatidil-inositol-3 kinase 
PGE2 : prostaglandine E2 
PHA : phytohémagglutinine 
PS : performance status 
PTV : volume cible prévisionnel de traitement, en anglais planning target volume 
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RPA : classe de partitionnement, en anglais recursive partitioning analysis 
RPS19 : protéine ribosomale 19 sous-unité 40S 
RTOG : groupe américain d’oncologie radiothérapique, en anglais radiation therapy oncology 
group 
RT Q-PCR : PCR après transcription inverse quantitative d’un acide ribonucléique en acide 
désoxyribonucléique complémentaire, en anglais reverse transcriptase polymérase chain 
reaction quantitative 
s : similarité 
SAA1 : protéine du sérum amyloïde A 1 
SEER: organisme d’épidémiologie, en anglais : surveillance epidemiology and end results 
SG : survie globale 
SIGLEC 2 : sialic acid-binding Ig-like lectin 
-SMA: actine des muscles lisses, en anglais -smooth muscle actin 
SNC : système nerveux central  
SOM : self-organizing maps 
SSP :  survie sans progression 
STAT1: signal de transduction et d’activation de transcription 1 
STIC : soutien aux techniques innovantes et couteuses 
SVF : sérum de veau fœtal  
t : recouvrement topologique 
TAM : macrophages associés aux tumeurs, en anglais tumour-associated macrophages 
TAN : neutrophiles associés aux tumeurs, en anglais tumour-associated neutrophils 
TBP : TATA box binding protein
TCGA : atlas du génome du cancer, en anglais the cancer genome atlas  
TCR : récepteur cellulaire du lymphocyte T, en anglais T cell receptor 
TEP : tomographie par émission de positrons 
TGF : facteur de croissance de transformation, en anglais transforming growth factor 
TGNM : tumeur glioneuronale maligne 
TIL : lymphocytes infiltrant la tumeur, en anglais tumour infiltrating lymphocyte 
TIMP-1 : inhibiteur de la MMP1, en anglais tissue inhibitor of MMP 1 
TLR : récepteur de type toll, en anglais toll-like receptor  
TNF : facteur de nécrose tumorale , en anglais tumor necrosis factor 
tPA: l’activateur tissulaire du plasminogène en anglais tissue-type plasminogene activator  
TRAIL : TNF related apoptosis inducing ligand 
uPA: urokinase activatrice du plasminogène, urokinase-type plasminogen activator en anglais 
VCAM-1 : molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1, en anglais vascular cell adhesion 
molecule 1 
VEGF : facteur de croissance endothelial vasculaire, en anglais vascular endothelium growth 
factor 
WGCNA : weighted correlation network analysis 
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